Ade ANNEE AOUT 1927 N° 8 


ANNALES 


¢ DE 


| LINSTITUT PASTEUR 
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DE L’HOMME VIS-A-VIS DU TETANOS 


par G. RAMON et Chr. ZOELLER. 


En faisant connaitre la possibilité de transformer Ja toxine 
diphtérique en anatoxine, l’un de nous (1) indiquait gue 
d’autres toxines microbiennes, la toxine télanique en parti- 
culier, étaient susceptibles de subir une transformation ana- 
logue. 

L’un des moyens pratiques permettant d’obtenir cette trans- 
formation est velui qui est couramment utilisé pour la prépa- 
ration de l’anatoxine diphtérique et qui met en jeu l’action 

| combinée de l’aldéhyde formique et de la chaleur (2). Une 
g toxine tétanique fraichement filtrée, additionnée de formol a 
raison de 2 cent. cubes par litre par exemple (3), et abandonnée 
a la température de 38° se transforme petit 4 pelit, en l’espace 


(1) G. Ramon. C. R. Acad. des Sciences, 182, 1925, p. 1338. 

(2) L’étude expérimentale de l’anatoxine tétanique a été effectuée en partie 

par Descombey (voir en particulier ces Annales, 39, 1925, p. 485). 
(3) La proportion daldéhyde formique 4 ajouter 4 une toxine tétanique 
pour la transformer en anatoxine varie avec la nature, la réaction du milieu 
' de.culture ayant servi 4 préparer cette toxine, etc...; elle sera déterminée 
par le controle de Vinnocuité du produit de transformation chez le cobaye, 
et par la mesure du pouvoir anligéne a l’aide de Ja floculation, comme nous 
., Je verrons plus loin. 
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d’un mois environ, en un produit nouveau qui, pour porter le 
nom d’anatoxine tétanique, doit remplir certaines conditions 
essentielles : id dott avoir conservé vis-a-vis de l’antitoxine 
spécifique le pouvoir floculant qui sert dindicateur de la valeur 
antigéene; il doit en outre se montrer parfaitement inoffensif 
vis-a-vis des animaux d’expériences les plus sensibles a la toxine 
tétanique. 

L’analoxine tétanique n'est donc pas seulement une toxine 
traitée par le formol ou par tel ou tel agent physique ou chi- 
mique (1). Il ne suffit pas, comme le croient et le font nombre 
d’expérimentateurs, d’ajouter par exemple du formol en quan- 
tité quelconque 4 une toxine également queleonque pour pou- 
voir baptiser le produit final obtenu du nom d’anatoxine. En 
opérant ainsi, on risque fort d’obtenir un produit, lui aussi 
quelconque, et d’une valeur médiocre sinon nulle. 

Depuis les mémorables travaux de Roux et Yersin, puis de 
Roux, de Vaillard et de leurs collaborateurs, qui ont servi de 
vérilable et indispensable imtroduction a la sérothérapie anti- 
toxique, on sait atténuer, annihiler de multiples facons la 
nocivité d’un poison microbien, et l’anatoxine ne représenterait 
qu'un progrés relatif dans la préparation des antigénes, 
n’apporterait aucune contribution nouvelle a la pratique de 
Yimmunisation antiloxique, si elle n’était qu’une toxine dont 
les propriétés nocives ont été détruites par un peu de formol. 

En réalité, l’anatoxine est plus riche dans son principe; elle 
comporte, en effet, cette double notion de la valeur antigéne 
intrinséque et de Pappréciation de cette valeur par la mesure 
du pouvoir floculant vis-a-vis de l’antitoxine spéciftque (2). 
Cette appréciation s’effectue au moyen de la réaction de flocu- 
lation et voici schématiquement comment on opére dans la 
pratique : on prépare un certain nombre de tubes & hémolyse 
contenant chacun f cent. cube d’anatoxine tétanique, on ajoule 


(1) ILa été montré par A’. Berthelot et Pun de nous, que d'autres aldéhydes, 
éthylique, crotonique, etc..., que'la chaleur seule, peuvent éire utilisés avec 
plus ou moins de succés pour préparer l’anatoxine tétanique. Celle-ci peut 
encore étre obtenue directement « 4 I’état naissant » en faisant cultiver le 
b. tétanique en bouillon bilié. C. R. Soe. de Biol., 96, 4927, p. 30. 

(2) en est de l’anatoxine commede l'antitoxine, celle-ci en effet n’est’ pas 
simplement le résultat de immunisation d’un animal par des produits de 
culture spécifiques, elle comporte en elle la double notion du pouvoir anti- 
toxique et de la mesure de ce pouvoir en fonction de l’antigéne. 
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dans ces tubes des quantités progressivement décroissantes 
d@unités antitoxiques (U. S.) 3, 2,5, 2, 4,5, 4 (4), etc... sous 
forme de dilution d’un sérum antitétamique étalon convenable- 
ment choisi. Aprés avoir bien mélangé, on place les tubes & 
Pétuve & 38°. Aw bout d’un‘temps variable, on constate que l’um 
des mélanges, par exemple celui renfermant 2 unités amti- 
tétaniques, flocule; om dira que l’anatoxine a une valeur égale 
a 2 unités antigéniques ou anatoxigues. I] est aussi un autre 
élément d’appréciation qui a son importance, c’est la vitesse 
de floculation et l'on peut dire que de deux anatoxines ayant 
une valeur en unités équivalente, celle qui flocule le plus rapi- 
dement (en présence du méme sérum) a la meilleure valeur 
antigéne. 

Ainsi, grace @ la réaction de floculation convenablement 
mise en wuvre et a l’inlerprétation judicicuse des résultats 
quelle fournit, il est possible de titrer les anatoxines. comme 
lon dose les antitoxines; i est possible de les étalonner, de les 
standardiser, il devient alors commode de choisir pour cer- 
taines applications des échantillons d’anatoxine ayant une 
valeur antigéne particuli¢rement élevée. En utilisant de tels 
échantillons on peut obtenir, par la suite, dans la production 
de l'immunité, des résultats. plus. certains, plus réguliers. 

En dehors du pouvoir floculant indicateur de la valeur anti- 
gene, le produit de transformation de la toxine doit posséder 
une autre qualité fondamentale : /’innoeuzté. Hi est indispen- 
sable de pouvoir assurer le contréle de cette innocuité; pour ce 
faire, om injecte simplement sous la peau de cobayes de 
300 grammes 5 & 10 cent. cubes du produit a contrdler. Ce 
produit n’est considéré comme, une anatoxine utilisable en 
pratique que si, & cette dose énorme, il ne provoque chez 
Vanimal d’expériences aucune manifestation, locale ou géné- 
rale, précoce ou tardive, d’intoxication tétanique. 

L’anatoxine tétanique posséede: encore d'autres qualités qui, 
quoique moins essentielles, présentent néanmoins une réelle 
importance. Elle se montre trés stable dans son pouvoir anti- 
géne et dans son innocuilé. Elle offre enfin une résistance 


-(1) Tous les sérums antitétaniques ne conviennent pas. Voira ce propos. 


_P. Ramon-et P. Dascompry. C. R. Soc. de Biol., 95, 1926, p. 434. 
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particuliére & la chaleur puisqu’elle peut étre chauffée jus- 
qu’a 55-56° sans rien perdre de ses qualités. 

Toutes les propriétés ou qualités que nous venons d’envisager : 
pouvoir floculant indicateur de la valeur antigéne intrinseque, 
innocuité, stabilité, résistance a la chaleur font de Canatoxine 
tétanique un produit bien caractérisé qui se différencie nelte- 
ment et de la toxine tétanique fratche et des toxines plus ou 
moins riches en « toxoides » connues jusqwici. L’anatoxine 
représente Cantigéne inoffensif du germe télanique (1). 


La vaccination antitétanique par l’anatoxine chez l homme. 


L’efficacité de la sérothérapie antitétanique préventive 
qu’avaient si bien mise en évidence, il y a déja quelque 
trente ans, les travaux mémorables de Roux et Vaillard et de 
Nocard, est actuellement établie de facon indiscutable. La 
guerre de 1914-1918 est venue confirmer sur une trés grande 
échelle lexpérience acquise auparavant sur ce point. 

L’action bienfaisante de la sérothérapie connait cependant 
des limites. En effet, si l'immunité passive qu’apporle a un 
organisme l’injeclion de sérum antitétanique s’établit presque 
immédiatement, ce qui conslitue son trés gros avantage, elle 
est de courte durée. L’antitoxine s’élimine progressivement, il 
arrive un moment, variable avec les sujets, ot elle a tota- 
lement disparu (2) dot les cas de tétanos post-sériques 
signalés principalement pendant la guerre (Montais, Bérard et 
Lumiére, Comité Anglais du tétanos, etc...) et qui sont d’autant 
plus graves qu’ils apparaissent 4 une période plus éloignée de 
linjection préventive. Sans doute, en présence d’une blessure 
qui larde & se cicatriser, il reste la ressource de renouveler, el 
plusieurs fois sil en est besoin, linjection de sérum antilé- 
tanique; mais outre les inconvénients (accidents sériques par 
exemple) que peuvent présenter ces réinjections, elles ne 


(1) Comme l’antitoxine tétanique représente l'anticorps spécifique. 

(2) On peut, semble-t-il, retarder dans une certaine mesure cette disparition 
en utilisant des sérums antitétaniques « purifiés » trés riches en unités anti- 
toxiques et dont les protéines modifiées paraissent séliminer moins rapi- 
dement. 3 


fa 
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mettent pas toujours le blessé a l’abri du tétanos. Il a été 
signalé des cas de tétanos apres plusieurs injections de sérum 
(Lumiére, Sir David Bruce, etc...) et longtemps aprés la date 
origine de la blessure, jusqu’a trois mois et demi dans certains 
cas (Comité Anglais du tétanos, 1917). 

Il existe, de plus, des individus particuligrement exposés par 
leur métier (agriculteurs, palefreniers, militaires), par leur 
genre de vie (enfants au cours de leurs jeux), par leur séjour 
dans les régions « a tétanos » (Afrique) ou bien lors de circon- 
slances particuliéres (la guerre), etc..., or, la pratique des 
réinjections sériques a chaque nouvelle blessure offre, ici encore, 
des inconvénients plus ou moins graves et n’est pas sans 
entrainer de sérieuses difficultés. 

Enfin, nombre de cas de tétanos apparaissent encore 8 la 
suite de plaies insoupconnées de la peau ou de lésions profondes 
de certaines muqueuses. Pour la prévention de ces cas, et en 
général de tous les cas de tétanos groupés sous le nom de 
tétanos spontané ou médical, la sérothérapie ne peut rien 
puisqu’elle ne peut étre mise en ceuvre. 

Aussi, pour toutes ces raisons, une vaccination susceptible de 
conférer une immunité active, solide et durable est-elle apparue 
depuis longtemps comme trés désirable, en particulier dans 
certaines collectivités ou en diverses occasions. 


En 1915, v. Kissler et v. Loewenstein (1) tentérent cette 
vaccination & l’aide de toxine tétanique trés active, qu’ils atté- 
nuaient en utilisant comme l’avaient déja fait Buckardt, 
Anderson, etc..., le formol. Alors qu’ils avaient acquis quelques 
résultats expérimentaux chez |’animal, ces auteurs n’en obtin- 
rent aucun chez l‘homme. Malgré la répétition des doses 
injectées et leur volume parfois considérable (5 et méme 
10 c.c.), le sérum des sujets ainsi traités ne neutralisait pas 
méme la quantité de toxine tétanique représentant une dose 
mortelle pour la souris. Devant un échec aussi complet con- 
staté chez deux douzaines d’individus, v. Eissler et v. Loewenstein 
abandonnérent leurs recherches sur la vaccination antitétanique 
de thomme par la « toxine formolée ». 


(4) V. Ersster et Loswenstemn. Wiener klin. Woch., 1915, p. 1224. 
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Un peu plus tard, en 1917, Vallée et Bazy injectérent, a 
7 blessés de guerre préalablement traités par le sérum antité- 
tanique, des doses répétées (3 doses & cing jours d’intervalle) 
de toxine tétanique plus ou moins atténuée par son mélange 
extemporanéavec le liquide iodo-ioduré de'Gram!: ces mélanges 
couramment utilisés depuis les expériences de Behring et Kita- 
sato, de Roux, Vaillard, Nocard, étaient exactement semblables 
(mémes proportions de la méme toxine et du méme liquide de 
Gram) & ceux dont se servait 4 l’époque l'un de nous, pour 
Vimmunisation des chevaux producteurs de sérum antité- 
tanique. L’antitoxine spécifique fut décelée en plus ou moins 
grande quantité dans le sérum sanguin de deux de.ces blessés. 
A notre connaissance ces recherches sur la;vaccination antité- 
tanique de l’hommea Vaide des mélanges classiques de toxine 
et de liquide de Gram ne furent pas poursuivies par leurs 
auteurs, non plus que reprises par d’autres. 


Avec lanatoxine tétanique-el grace a ses propriétés nous nous 
sommes sentis autorisés & tenter en pleine sécurité et avec 
toutes chances de succés la vaccination de l’homme vis-’-vis du 
tétanos (1). 

Par de tres nombreux essais échelonnés sur une période de 
deux années et portant & lheure actuelle sur plusieurs cen- 
taines de sujets nous avons pu déterminer les condilions bio- 
logiques de cette vaccination et en fixer, tout au moins pour 
Vintant, car des perfectionnements sont toujours possibles et 
désirables, la méthode d’application pratique. 

De plus, au cours ‘de cette longue série d’essais qui a néces- 
sité de multiples expériences au laboratoire nous avons été 
amenésafaireun certain nombred’observations qui sont encore 


(1) Voir ace sujet: G. Ramon ‘et Chr. Zeller, De la valeur antigene ée 
lanatoxine tétanique chez Vhomme. Acad. des ‘Sciences, 44 janvier 1926. Chr. 
Zoeller et G. Ramon, Les conditions biologiques de la vaccination antitéta- 
nique par Panatoxine chez homme. Acad. de Méd., 2 février 1926. L’anatoxine 
tétanique et la vaccination de l‘homme contre le tétanos. Soc. de Méd. miilit. 
4" février 1926. L’immunité antitétanique par l’anatoxine chez l'homme. Presse 
Médicale, 17 avril 1926.G. Ramon et Chr. Zeller, Les acquisitions théoriques 
et praliques dues a l’anatoxine tétanique. Paris médical, 4 décembre 1926. 
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& passer & l'actif de ’anatoxine. Nous les exposerons ici, en les 
accompagnant des commentaires u’ellescomportent et en sou- 
lignant linltérét qu’elles présentent, tant au point de vue de 
Vimmunité antitétanique qu’a celui de ’immunité antitoxique 
en général. 


L’aPPRECIATION DE LIMMUNITE .ANTITOXIQUE VIS-A-VIS 
DE LA 'TOXI-INFECTION TETANIQUE. 


Lorsqu’il s agit de controler, chez 1‘homme, l’immunité anti- 
microbienne ada suite de dinjection d’un vaccin microbien, 
on n’a.& sa disposition aucun moyen expérimental pratique et 
str (1). 

En ce qui concerned immunité antitoxique, on est,.a cetégard, 
mieux partagé. Ainsi:par exemple, grace a l’épreuvesde Schick, 
on peut connaitre facilement le degré.d’immumilé que posséde 
un sujet vis-a-vis de la toxi-infection diphtérique. Si, dans le 
cas particulier de limmunité antitétanique qui nous occupe ici, 
il m’est pas possible de mettre en cuvre une méthode compa- 
rable a celle de Schick, on peut, néanmoins, chercher a mettre 
en évidence et a doser J’antitoxine tétanique que peut recéler 
le sérum sanguin de l\individu idont on veut apprécier l'immu- 
nité. Dans ce but, on recherche quelle est ‘la quantité de toxine 
tétanique que peut neutraliser un volume déterminé de ce 
sérum. Pratiquement, on mélange 4 cent. cube de sérum & la 
quantité de toxine représentant soit ume dose, soit deux doses, 
soit dix doses mortelles pour le cobaye, etc., on injecte chacun 
des mélanges & un cobaye différent : la survie ou la mort des 
cobayes indique da toxicité ou la neutralité du mélange, elle 
fait connaitre en méme temps et les proportions d’antitoxine 
que renferme le sérum et la valeur de limmunilé antitoxique 
du sujet quia fournice sérum. Telle est la technique que nous 
avons suivie. 


_ () Les agglutinines, les sensibilisatrices que l'on peut dans ce cas mettre 
en évidence ne sont que les témoins du passage d’un antigéne dans un orga- 


. nisme, elles ne sont pas au méme ‘titre que l’antitoxine de véritables aniti- 
’ corps de l'immunité protectrice. 
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EXISTE-T-IL CHEZ L’HOMME UNE IMMUNITG ANTITBTANIQUE NATURELLE? 


Avant de soumettre des individus a la vaccination par l’ana- 
toxine tétanique pour essayer de les mettre & méme d’acquérir 
une immunité active spécifique, on devait se demander tout 
d’abord si ces individus ne possédent pas déja un certain degré 
d'immunité vis-a-vis de la toxi-infection tétanique. I] était indi- 
qué de rechercher si homme ne recéle pas dans son sérum, en 
dehors de toute vaccination, l’antitoxine tétanique comme, dans 
les mémes conditions, il recéle assez souvent et en plus ou moins 
grande abondance |’antitoxine diphtérique. Les recherches que 
nous avons effectuées & de nombreuses reprises ont toujours 
été négatives : chez aucun des sujets examinés avant | injection 
d’anatoxine — plus d’une centaine et presque tous des adultes —, 
nous n’ayons pu mettre en évidence de traces appréciables 
d’antitoxine tétanique. 

Nous signalerons, en outre, que deux sujets atteints anté- 
rieurement de tétanos ne présentaient pas non plus d’anti- 
toxine tétanique dans leur sérum. 

Ainsi, contrairement a ce qui se passe pour |’immunité anli- 
diphtérique, ‘homme ne semble pas susceptible de posséder 
une immunilé antitétanique d’origine occulte, ou acquise & 
l'occasion d’une premiére atleinte de la maladie, ceci tout au 
moins dans nos pays. Il n’en serait pas de méme dans certaines 
autres contrées, en Chine en particulier. En effet, Tenbrock et 
Bauer auraient constaté qu’une assez forte proportion de 
Chinois ont un sérum plus ou moins riche en antitoxine téta- 
nique. C’est ainsi, d’aprés ces auteurs, que sur 40 sérums de 
Chinois, 15, soit 37,5 p. 100, contiendraient dans 1 cent. cube 
suffisamment d’antitoxine pour neutraliser la quantité de toxine 
correspondant 4 10 doses mortelles pour le cobaye. Or, nous 
avons examiné les sérums sanguins de 24 Annamites [tous 
adultes et habitant la France depuis moins de deux ans] (1), 
de 9 sujets de race noire et 6 Arabes. Aucun d’eux ne conte- 
nait d’antitoxine tétanique. 


(1) Ajoutons que le tétanos est trés fréquent en Annam comme en Indo- 
chine. 
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Nous le verrons plus loin, ces sujets, les pavecsilies comme 
les noirs et les Arabes, se comportérent d’ailleurs vis-a-vis des 
injections d’anatoxine comme des sujets neufs. 

Grace a ces recherches préalables nous étions fixés : les indi- 
vidus que nous allions soumettre a la vaccination par lana- 
toxine tétanique ne recélaient pas de trace appréciable a’ anti- 
toxine spécifique dans leur sérum. 


5 
L’ANATOXINE TETANIQUE UTILISEE. SA VALEUR ANTIGENE INTRINSEQUE. 
SON POUVOIR IMMUNISANT CHEZ L’ANIMAL D’ EXPERIENCES. 


Pendant toute la durée des essais que nous allons relater ici, 
nous n’avons employé que des échantillons d’anatoxine choisis 
parmi nombre d'autres (1) et cela au moyen de la réaction de 
floculation. Grace a ce choix, la valeur antigéne intrinséque des 
échantillons utilisés n’a guére varié de l’un & l'autre, elle a 
presque toujours été comprise entre 2 et 3 unilés anligéniques 
[Punité antigéne correspond ici Al’unilé antitoxique (U.S.)|. On 
jugera par quelques exemples, d’ordre expérimental, du pouvoir 
immunisant que posséde, chez l’animal, une anatoxine dont le 
pouvoir antigéne atteint 2 4 3 unités antigéniques. 

Si l’on injecte 4 cent. cube d’une telle anatoxine sous la peau 
d’un cobaye, cet animal résisle trois semaines aprés, & plu- 
sieurs centaines de doses mortelles; si, au lieu de l’éprouver, 
on fait au cobaye une seconde injection (1 cent. cube égale- 
ment), il supportera, huit jours aprés, des milliers de doses 
mortelles. 

Des chevaux qui recoivent en l’espace d’un mois quatre doses 
de cette méme anatoxine, 10, 20, 80, 100 cent. cubes ou encore 
a un mois d'intervalle deux ie 10 et 20 cent. cubes d’ana- 
toxine tétanique additionnée de tapioca ct chauffée & 55°, sont 
capables de supporter des quantités considérables de toxine 
fraiche, trés active, représentant, pour un cheval neuf, des cen- 
taines de doses mortelles. 


(1) Ces échantillons d’anatoxine étaient obtenus par Yun de nous en par- 


_ tant de toxines tétaniques préparées dans le service de M. L. Martin par 
" M, Loiseau et ses collaborateurs. 
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On se rendra encore mieux comple de ‘ce pouvoir immuni- 
sant des échantillons d’anatoxine que nous avons employés en 
comparant les résultats quemous venons de donnera ceux que 
l’on obtenait avec Ja ‘toxine 4étanique simplement modifiée par 
son mélange avec le liquide de Gram ‘parexemple. C'est ainsi 
qu'il y a quelques.années un auteur japonais, Okuda (1),.a di 
pratiquer 3 injections de 1 45 cent. cubes de toxine iodée pou 
conférer au cobaye une immunilé permettant & cet animal de 
résister 4 une dose mortelle. C’est ainsi encore que, jusqu’a ces 
derniéres années, il.ctait nécessaire de faire 25 &:30 injections 
de mélange de toxine et de liquide de Gram ‘en ‘proportions 
variables) & des chevaux destinés & la production du sérum 
antitétanique, pour leur permettre de supporter &,peine quelques 
centimétres cubes de toxine télanique. 


L’ANATOXINE TETANIQUE EST CAPABLE DE PROVOQUER CHEZ L’ HOMME 
L’ APPARITION DE LIMMUNITE ANTITOXIQUE SPECIFIQUE. 


A Vimage de la méthode mettant en ceuvre l’anatoxine 
diphtérique, injectons 1 cent. cube d’anatoxine tétanique (ayant 
une valeur antigéne intrinséque élevée, par exemple 2,5 unités 
antigéniques) sous la peau de plusieurs individus adultes chez 
qui, comme nous l’avons vu, nous n’avons pu au préalable 
déceler la présence d’antitoxine tétanique; puis au bout de 
trois semaines, ou mieux d’un mois, renouvelons cette injection. 
Huit jours aprés cette deuxiéme injection, nous constaterons 
que 1 cent. cube du sérum d’un sujet ainsi traité neutralise la 
quantité de toxine tétanique correspondant & dix doses mor- 
telles pour le cobaye, au minimum. Si, dix jours aprés la 
seconde injection d’anatoxine, nousen pratiquons une troisiéme 
de 1c.c. 5 ou 2 cent. cubes,| le sujet aura acquis par la suite 
une immunité telle-que son sérum neutralisera non plus dix, 
mais plusieurs centaines de doses mortelles (pour le cobaye) et 
méme beaucoup plus. Ainsi, comme le faisaient prévoir et la 
valeur antigéene intrinséque de l’anatoxine révélée par la flocu- 
lation et aussi l’expérimentation préalable chez les animaux de 


(1) Oxupa. Jour. Japon. Soc. Vétér. Science, 2, Ae? mars'1923. 
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laboratoire, /’anatoxine tétanique est bien capable de provoquer 
Uapparition et linstallation de l’immunité antitoaique spécifique 
chez V’homme. 

Ce principe primordial nettement établi, il importe d’entre- 
prendre l'étude des différents facteurs qui peuvent intervenir 
dans |’établissement ainsi que dans le développement et le 
perfectionnement de cette immunité. 


Ls VOIES D’INTRODUCTION DE L’ANATOXINE TETANIQUE 
DANS L’ORGANISME HUMAIN. 


Expérimentalement, chez l’animal, c'est V’introduction de 
lantigéne par la voie sous-cutanée qui se montre la plus favo- 
rable au développement de l'immunité antitoxique en général, 
c'est done cette voie que nous devions utiliser dés le début de 
nos essais. . 

Notre premier soin, disons-le tout de suite, fut de nous 


-assurer que l’anatoxine introduite dans le tissu conjonctif sous- 


cutané ne laissait localement, non plus que dans |’économie 
générale, aucune trace facheuse de son passage. Nous n’avions 
sans doute pas de crainte & avoir quant 4 la nocivilé, provenant 
d’un reste de poison de l’anatoxine, puisque celle-ci, injectée 
aux animaux Jes plus sensibles lors de l’épreuve d’innocuité, 
s’ était toujours montrée absolument inoffensive. Cependant 
nous pouvions nous demander si, chez l’hoinme, elle ne pro- 
duirait pas quelque réaction protéinique spécifique analogue a 
celle que provoque parfois l’anatoxine diphtérique chez certains 
adultes, réaction que l’un de nous a étudiée, quant a sa mani- 
festation locale, sous le nom d’anatoxi-réaction. 

Procédant par étapes nous avons injecté dans le derme, tout 
dabord, des dilutions d’anatoxine au 1/100, au 1/10, puis sous 
la peau de l’anatoxine pure & la dose de 1/2, de 1 cent. cube, 


de 3 et méme 5 cent. cubes. Nous n’avons jamais observé de 


réactions qui vaillent la peine d’étre relatées et cela sur prés 
d’un millier d’injections (1). Cette absence de réaction devait 


x 


nous inciter encore davantage & utiliser la voie sous-cutanée 


(1) Rappelons ici que notre collégue et ami Lafaille qui's’était injecté a lui- 


sméme 1 ceirt. cube d’anatoxine n’en avait éprouvé aucun dommage. 
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pour faire pénétrer l’anatoxine dans l’organisme humain. Nous 
devions pourtant nous demander si d’autres voies ne pouvaient 
convenir pour cet usage. 

L’un de nous avait montré, avec E. Grasset, qu’en adminis- 
trant l’anatoxine tétanique par voie buccale on peut conférer a 
animal d’expériences, lapin ou cobaye, une immunité anti- 
toxiqne de méme nature quoique d’intensité moindre que par 
voie sous-cutanée (1). En est-il de méme chez homme? Pour 
le savoir, nous avons tout d’abord fait ingérer, 4 sept sujets 
adultes et a jeun, 5 cent. cubes d’anatoxine tétanique (anatoxine 
pure, ou anatoxine diluée soit dans l’eau ordinaire, soit dans 
l'eau bicarbonatée). Deux ingestions ont été ainsi praliquées a 
un mois d’intervalle; huit jours aprés la derniére, le titrage ne 
révéle pas trace d’antitoxine dans le sérum sanguin. 

Chez six autres sujels nous avons repris ces essais en faisant 
précéder les ingestions d’anatoxine d’absorptions préalables de 
pilules de bile. Dans ces conditions, chaque sujet ingérait deux 
doses d’anatoxine de chacune 5 cent. cubes a vingt-quatre 
heures d'intervalle; aprés un mois, on renouvelait la méme 
opération. Les résultats obtenus ont été complétement négatifs, 
comme dans le premier groupe. Ces résultats, chez |’homme, 
contrastent avec ceux acquis chez i’animal d’expériences. Le 
contraste s’explique sans doute par les différences de structure 
du tube digestifou encore par les différences du régime alimen- 
taire habituel du Japin et de 'homme; les sucs digestifs de 
herbivore ayant une action moins nocive pour l'antigéne 
ingéré que le chimisme gastrique et intestinal de l’omnivore. 

Des recherches nous ayant montré que l’anatoxine diphté- 
rique introduile chez l‘homme par voie nasale est susceptible 
de provoquer l'immunité spécifique, nous avons entrepris des 
essais du méme genre avec l’analoxine tétanique. Quatre sujets - 
qui, du fait d’injections sous-cutanées d’anatoxine tétanique 
effectuées plusieurs semaines auparavant, présentent une cer- 
taine proportion d’antiloxine létanique dans leur sang sont 
soumis pendant six jours a des instillations bi-quotidiennes 
d’anatoxine tétanique préalablement concentrée et glycérinée 


(1) Voir ces Annales, méme numéro : Recherches sur le passage des toxines, 
anatoxines, antitoxines a travers les parois du tube digestif, G. Ramon et 
E. GRASSET. 
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(1 partie d’anatoxine concentrée par évaporation pour 4 ou 
5 parties de glycérine pure). Les sérums de ces sujets qui, immé- 
diatement avant la premiére instillation, saturaient respecti- 
vement 40, 50, 100 et 500 doses mortelles (pour le cobaye) 
de toxine tétanique neutralisaient buit jours aprés la derniére 
instillation 200, 400, 300 et 500 doses mortelles. Ainsi l'ana- 
toxine tétanique introduite par la voie nasale et vraisembla- 
blement absorbée par les muqueuses du rhino- pharynx produit 
une immunilé antitoxique analogue a celle qui résulte de l’uti- 
lisation de la voie sous-cutanée mais relativement moins pro- 
noncée (4). 

Tous ces résultats comparés entre eux et surtout rapprochés 
soit de ceux que nous avons fait connaitre, soit de ceux que nous 
indiquerons par la suite, montrent que c'est la vote sous-cutanée 
gui, dans les conditions de nos essais tout au moins, se montre 
la plus précise, la plus stire et aussi la plus économique pour la 
production de l’immunité antitoxique en général (2). 


De LA REPETITION DES DOSES, DE LEUR VOLUME, 
DU DELAL ENTRE LES INJECTIONS : 
LA NOTION DE REACTIVITE NATURELLE OU ACQUISE. 


Si l’on se contente de faire une injection sous-cutanée de 
1/2 cent. cube d’anatoxine, et si l’on recherche un mois apres 
lanlitoxine spécifique dans les humeurs du sujet injecté, on ne 
la trouve qu’en trés faible quantité souvent a peine décelable : 
1 cent. cube du sérum de ce sujet est incapable de protéger un 
cobaye contre une dose mortelle de toxine; on remarque 
cependant que cet animal meurt moins rapidement qu'un 
cobaye témoin. 

Cette premiére injection d’anatoxine, qui ne fait apparattre 
qu'une quantité sinon nulle du moins fort minime d’antitoxine, 
permet cependant & une propriété de Vorganisme — qui 
' jusque-la n’avait pu se manifester — de se révéler. Cette pro- 


(1) Surtout si l'on tient compte de la quantité d’anatoxine mise en couvre 
qui est plus grande dans la rhino-vaccination que dans immunisation par 
voie sous cutanée. Voir C. R. Soc. de Bivl., 96, 1917, p. 757. 

: (2) Ceciest d’ailleurs conforme aux résultats obtenus chez l’animal et en 

: particulier chez le cheval producteur de sérum antiloxique. 
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priélé se traduit sous la forme d’une aptitude remarquable a 
réagir & de nouvelles injections d’anatoxine. Cette aptitude a 
laquelle nous avons donné le nom de réactivilé acquise s accroit 
peu a peu et subit une maturation progressive. En effet, prati- 
quons une seconde injection de 2 cent. cubes d’anatoxine a 
quinze jours de la premiére et voyons ce que devient l’antitoxine 
humorale dix jours aprés cette seconde injection; nous nous 
apercevons que sa valeur est telle que le sérum des individus 
traités de cette facon neutralise de 4 & 10 doses mortelles 
(pour le cobaye) de toxine, le plus généralement 1 dose mor- 
telle (1). 

Laissons s'accroitre jusqu’a trois semaines l’écart entre la 
premiére et la deuxiéme injection. Huit & dix jours aprés la 
seconde injection le taux de |’antitoxine (2) humorale est tel, que 
le sérum neutralise au centimétre cube de 10 a 20: doses mor- 
telles. Attendons un mois pour pratiquer la seconde injection, 
nous obtenons alors une immunité qui correspond & la neutra- 
lisation de 100 doses mortelles et parfois plus, chez certains 
sujels. Si, huit. jours aprés cette seconde injection, nous en 
pratiquons une troisitme, nous obtenons la neutralisation de 
1.000 a 2.000 doses mortelles par centimétre cube de sérum. 

On voit qu’a partir de la premiére injection d’anatoxine la 
réactivité acquise s’amplifie comme en témoigne lefficacité 
croissante de la seconde injection au fur et & mesure qu’on 
s éloigne du jour de Ja premiére injection. 

Les chiffres que nous donnons ici sont.des moyennes établies 
sur des séries de 8410 sujets. Un sujet qui a figuré dans l'une 
des séries ne peut naturellement plus figurer dans une autre 


(1) Si lon abandonne les sujets ainsi traités 4 eux-mémes on peut, dans 
certains cas, voir croitre lentement ce début d’immunité. C’est ainsi par 
exemple que le sérum d'un de ces sujets, qui neutralisait le 19 décembre une 
dose mortelle, neutralisait le 15 février deux doses, 

(2) L’antitoxine dont les injections d’anatoxine tétanique déterminent l’appa- 
rition est bien une antitoxine spécifique, totalement distincte de l’antitoxine 
diphtérique. Les: injections d’anatoxine provoquent également chez l’homme 
lapparition de sensibilisatrices décelables par la réaction de fixation qui sont, 
elles, moins rigoureusement spécifiques; elles n’ont pas la méme évolution 
que l’antitoxine ni la méme signification concernant l’immunilé. Voir a ce 
sujet : De linfluence des facteurs non spécifiques dans l’apparition et le déve- 
loppement de l'immunité antitoxique. Soc. méd. des Hépitaux, 30 juillet 1926 
et la fixation du complément chez les sujets vaccinés par Fanatoxine téta- 
nique. Soc. de Biologie, 23 octobre: 1926. 
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série; sa réactivité est enti¢rement différente de celle: du sujet 
neuf. 

Des résultats analogues se retrouvent chez les sujets vaccinés 
par deux injections faites & quinze jours d’intervalle. Si l’on 
pratique chez eux une troisi¢me injection d’anatoxine de 4i cent. 
cube seulement, que nous appelons /’injection de rappel, lV efti- 
cacité de cette injection est toute: différente selon qu’elle est 
pratiquée huit jours owun mois aprés: la seconde injection. 

Huit jours aprés, la réactivité acquise est encore faible et le 
bond antitoxique qui la mesure passe de 1 dose mortelle & 
peine 4 10 doses mortelles en moyenne. Um mois apres la 
seconde injection, la réactivité acquise: a pris toute sa valeur et 
le bond antitoxique passe de 10 & 1.000 et méme a 3.000, en 
huit jours; c’est-a-dire que 1 cent. cube de sérum de ce sujet 
neutralise 1.000 et jusqu’a 3.000 doses mortelles. 

Ces faits ont deux conséquences d’ordre pratique. La pre- 
miére est que, pour obtenir' une immunité suffisante il faut 
laisser entre les premiéres injections un certain temps. la 

. seconde est qu’il est! possible d’accroitre trés rapidement, chez 
un sujet jadis vacciné, le taux de |’antitoxine humorale par 
une stimulation opportune de la réactivité acquise. 

La nécessité d’un délai entre les premiéres injections est-elle 
inéluctable et ne peut-on pas le raecourcir en multipliant les 
injections oa en variant les doses? 

Nous avons. tenté de vacciner des sujets par des doses infé- 
rieures a. 4 cent. cube (doses: minimes) et par des doses supé- 
rieures 41 cent. cube (doses: fortes). 

La sensibilisation & l’anatoxine qui se traduit par |’apparition 
de la réactivité acquise: rappelle par certains. caractéres et en 
particulier par l’obligation dw délai la sensibilisation anaphy- 
lactique; aussi pouvait-il paraitre légitime de chercher a pré- 
parer certains sujets par des doses minimes, doses qui en: 
matiére d’anaphylaxie se montrent plus efficaces:que les doses: 
fortes. L’expérimentation ne justifie pas cette hypothése. Nous 

avons utilisé des injections intradermiques ou sous-cutanées 
de 1/10: de cent. cube d’anatoxine pure et aussi des injections 
sous-cutanées de 4 cent. cube d’anatoxine diluée a 1 p. 10:0u 
a b ps 20 dans: l'eau physiologique. Ces techniques se sont 
. montrées inefficaces. 


. 


818 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Nous avons d’autre part, utilisé des doses fortes. C’est ainsi 
que trois sujets ont recu & quinze jours d'intervalle deux injec- 
tions de 3 cent. cubes d’anatoxine; chez un quatriéme les deux 
injections ont été de 4 cent. cubes. Huit jours aprés la seconde 
injection, un titrage d’antitoxine nous a montré que 1 cent. 
cube de sérum neutralise une dose mortelle, ce qui est sensi- 
blement ce qu'on obtient chez des sujets qui, dans le méme 
délai, recoivent des doses de 1 et de 2 cent. cubes. 

Une autre série est particuliérement intéressante, car elle 
démontre & la fois l'inanité des doses fortes et l’inefficacité des 
injections rapprochées. 

Cette série est de douze sujets, qui furent traités de la fagon 
suivante : 

Premiére injection: 2 cent. cubes d’anatoxine; 

Deuxiéme injection : 3 cent. cubes d’anatoxine cing jours 
apres la premiére ; 

Troisiéme injection : 5 cent. cubes d’anatoxine cinq jours 
apres la seconde. | 

Titrage de l’antitoxine HEE ag dix jours aprés la derniére 
injection. 

En somme acing jours d'intervalle nous avons pratiqué trois 
injections d’anatoxine & des doses croissantes (2 cent. cubes, 
3 cent. cubes, 5 cent. cubes). 

Onze sujets sur douze n’ont pas présenté trace d’immunité 
antitoxique. Dans le sérum du douziéme sujet, nous avons 
décelé une immunilé correspondant 4 la neutralisation de 
10 doses mortelles environ par centimétre cube. 

Deux de ces sujets ont été revus trente-cing jours aprés le 
début des injections, leur sérum neutralisait & peine une dose 
mortelle par centimétre cube; et pourtant, ils avaient reeu 
chacun 10 cent. cubes d’anatoxine. Rappelons par contre que 
3 cent. cubes répartis en deux injections pratiquées a un inter- 
valle optimum peuvent suffire 4 conférer dans le méme temps 
une immunité telle que 1 cent. cube de sérum neutralise 
100 doses mortelles. 

On ne peut pas mieux souligner qu’en pareille matiére, la 
répartition des injections dans le temps a plus d’efficacité que 
la multiplication des injections ou l’accroissement du volume. 
des doses. 
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Notons aussi le cas particulier du douziéme sujet qui réagit 
mieux que ses voisins au méme traitement. Cette exception 
montre que de pareilles recherches n’ont de valeur que si elles 
sont entreprises non pas sur quelques individus, mais sur plu- 
sieurs groupes d’individus. 

On rencontre en effet des différences individuelles dans la 
fagon de répondre aux injections d'anatoxine par la production 
d’antitoxine spécifique. La réactivité acquise est en réalilé le 
développement, l’amplification remarquable d'une réactivité 
natureile, cest-a-dire d'une aptilude naturelle & produire de 
Yanlitoxine tétanique, aptitude sans laquelle la réactivité 
acquise n’existerait pas. Or la réactivilé naturelle est différente, 
variable d'un sujet a l’autre. Ces différences individuelles sont- 
elles marquées? 

On peut dire en moyenne que dans un groupe de dix sujets | 
on en trouve en général neuf qui ont des réactions sensible- 
ment identiques, c’est-a-dire que leur sérum atteint dans le 
méme délai la méme valeur d'antitoxine; parfois on note de 
légéres différences individuelles qui ne se maintiennent pas 
aprés les injections suivantes, comme si certains sujets étaient 
simplement plus lents 4 atteindre le méme niveau que leurs 
voisins. 

Ainsi que nous l’avons indiqué plus haut, le facteur de « race » 
ne parait pas avoir & intervenir dans la réactivité naturelle. 
Nous avons obtenu des résultats identiques chez des Européens 
et chez des Indigénes de l'Afrique du Nord, chez des sujets 
de race blanche ou jaune (Annamites). Voici un exemple de 
donneur excellent. Un groupe de quatre sujets vaccinés par 
deux injections & quinze jours d’intervalle nous donne pour 
trois d’entre eux une immunité correspondant & la neutralisa- 
tion de 1 dose mortelle et pour le quatriéme une immunité cor- 


-vespondant & la neutralisation de 100 doses mortelles. Cette 


différence se maintient, quoique moins accentuée, au moment 
de l’injection de rappel, puisque le sérum des uns neutralise en 
moyenne 2.000 doses mortelles, pour le quatriéme 10.000 doses 


-mortelles. 


Autre exemple : dans un groupe de dix sujets traités par la 


 . méme technique, et dont ’immunité est telle que 1 cent. cube 
* , de sérum neutralise de 20 4 100 doses mortelles, nous en trou- 


55 
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yons un, dont l’immunilé correspond a la neutralisation de 
200 doses mortelles (4). 

Les mauvais donneurs sont rares. Nous n’en avons ‘rencontré 
que quatre (sur plusieurs centaines de sujets); encore deux 
d’entre eux étaient-ils dans des conditions particulires : ils 
avaient subi précédemment une infection tétanique. Un troi- 
siéme, qui avait regu 2 injections d’amatoxine & un mois et 
demi d'intervalle fit une immunité médiocre; mais l’injection 
de rappel, pratiquée quatre mois aprés, fit apparailre une 
immunilé trés notable. 

Un quatriéme mauvais donneur, vacciné \par 2 injections a 
trois semaines d’intervalle, fit également une imimunité peu 
marquée. Mais la troisiéme injection se montra efficace et pro- 
vogua une immunité correspondant a la neutralisation par 
‘centimétre cube de 500 doses mortelles. Nous n’avons jamais 
trouvé jusquici de sujet qui soit resté réfractaire & Ja troi- 
siéme injection d’anatoxine. 


Que nous apprend une analyse plus complete du bond anti- 
toxique, c’est-a-dire de l’ascension rapide du taux d’antitoxine 
qui succéde & une injection de rappel. Nous avons vu que la 
hauteur du bond antitoxique dépend de Ja maturation de la 
réactivité acquise et qu'une injection de rappel de 1 cent. cube 
produit un bond antitoxique de hauteur différente suivant le 
moment oi ce rappel est pratiqué. C’est en général au septidme 
ou au huitiéme jour que nous apprécions le bond antitoxique 
et mous avons déja dit Jes variations remarquables de 10 a 
1.000 doses mortelles que nous avons constatées 4 ce moment. 

tte ascension commence-t-elle de fagon précoce dés linjec- 
tion de rappel? 

Nous pouvons dire, que chez un sujet dont limmunité passe 


(4) A quoi attribuer celte réactivité particuliére? Faut-il faire intervenir 
une préparation des sujets par une infection tétanique occulte? Ainsi que 
nous l’avons dit plus haut, nous n’avons jamais décelé la présence d’anti- 
toxine dans le sérum sanguin d'un sujet non vacciné. D'autre part des sujets 
qui avaient subi antérieurement des traumatismes infectés, occasions possi- 
bles dune infection spécifique occulte ne nous ont pas semblé étre, d’une 
facon générale, de meilleurs donneurs d’antitoxine. 
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en huit jours de 10 a 1.000 doses le titrage de l’antitoxine 
effectué dés le quatriéme jour apres l’injection donne déja une 
valeur correspondant 4 la neutralisation de 100 & 300 doses 
mortelles par centimétre cube. L’ascension conséculive A une 
injection de rappel est donc précoce et rapide, et cela n'est pas 
sans intérét pratique. 

On peut se demander si le bond antitoxique, que nous avons 
observé chez des sujets en pleine santé, garde toute sa valeur 
chez des malades, chez des sujets déprimés par une infection 
aigué, par exemple chez des sujets vaccinés quelques mois 
auparavant. Nous avons eu l'occasion de pratiquer des injec- 
tions de rappel chez des sujets en pleine éruption de rougeole 
ou a la période d'état d’une grippe, d’uue angine, d'une 
éruption sérique. Le bond antitoxique consécutif a Vinjection 
de rappel fut d’une grande netteté. . 

Exemple : An..., vacciné & 2 injections septembre-octobre, 
injection de rappel le 4 décembre.au début d’une poussée grip- 
pale : Titrage du 11 décembre, 1 cent. cube du sérum neutralise 
3.000 doses mortelles. 

F..., vacciné & 2 injections, septembre-octobre, injection de 
rappel le 7 janvier au début d’une rougeole. Titrage du 44 jan- 
vier : 1 cent. cube neutralise 200 doses mortelles, au 20 jan- 
vier : 1 cent. cube neutralise 1.000 doses mortelles. 

G... n’a regu qu’une seule injection d’anatoxine le 21 aott 
£925. Trailé-en décembre 1925 pour angine suspecte par le 
sérum antidiphtérique. Aucours d’une éruption sérique il recoit 
le 23 décembre une injection d’anatoxine de 1 cent. cube. Le 
sérum, qui neutralisait seulement 1 dose mortelle avant l’injec- 
tion, neutralise aprés cette injection 200 doses mortelles. 


4 


PERFECTIONNEMENT DE LiMuuNITé&. LES VACCINATIONS ASSOCIFES. 


Nous avons donné le nom de « vaccins associés » & un 
vaccin constitué par le mélange d’un vaecin microbien et 
d’une anatoxine ou encore par le mélange de plusieurs ana- 
toxines ou toxines (1) (toxine streptococcique par exemple). 

; (1) Voir A ce sujet : G. Ramon et Zostter, Les vaccins associés par union 
dune anatoxine et d’un vaccin microbien ou par mélange d’anatoxines. 


» 6 R. Soc. de Biologiz, 16 janvier 1926. Ch: Zontuzr et G. Ramon, Les vaccina- 
Z a tions par « vaccins associés ». Paris médical, juin 1926. 
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Les vaccinations associées utilisent des « vaccins associés » 
soit dans le but d’exalter une immunité antitoxique, soit dans 
le but d’obtenir d’un seul coup une protection contre des 
maladies trés différentes dans leur origine et leur nature 
(fiévre typhoide et tétanos par exemple). 

L'un de nous a observé chez les chevaux producteurs de 
sérum antitoxique que l’addition, & l’anatoxine, de poudre de 
tapioca exalte, dans des proportions remarquables, le pouvoir de 
lorganisme de produire l’antitoxine spécifique (1). Tel quel, 
le procédé nous a paru difficilement applicable & l’homme. 
Mais nous nous sommes demandé s’il n’est pas possible d’uti- 
liser chez [homme une technique déduite de ces constatations. 
Nous avons étudié des procédés divers dont le but était préci- 
sément de provoquer & l'occasion de injection vaccinale une 
réaction locale ou générale adjuvante. Certwins de ces essais 
se montrérent peu efficaces ou inefficaces; telles l’addition a 
l’anatoxine d'une fécule; laddition de lait stérilisé. En 
revanche, nous avons obltenu des résultats favorables avec une 
technique qui n’a pas de valeur pratique, mais qui n’est pas 
sans intérét biologique : elle consiste & prélever 10 cent. cubes 
de sang du sujet dans une seringue contenant déja 0c.c.5 ou 
1 cent. cube d’anatoxine el & injecler le mélange immédia- 
tement dans le tissu cellulaire sous-cutané. 

L’emploi comme adjuvant d’un vaccin microbien, tel le 
vaccin typhoidique, présente le double intérét de déterminer 
une réaction locale utile et de permettre une vaccination asso- 
ciée. Le fait est & rapprocher de cetie constatation signalée par 
lun de nous au cours de recherches faites sur l'allergie diphté- 
rique, que des sujets allergiques qui présentaient a l’injection 
d’anatoxine diluée une réaction nette (anatoxi-réaction posi- 
tive) se vaccinent en général plus rapidement et mieux que les 
sujets non sensibilisés. 

Les applications que nous avons faites chez l'homme ont été 
précédées d’essais faits sur les animaux de laboratoire. Non 
seulement l’anatoxine utilisée était soigneusement vérifiée 
quant & son innocuité compléte pour l’animal (injections de 


(4) G. Ramon. C. R. Académie des Sciences, 181, 1925, p. 151 et ces Annales, 
4401926, Sade 
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2c.c. 5 et 10 cent. cubes au cobaye), mais encore nous nous 
sommes assurés que l’injection, méme & fortes doses du mélange 
anatoxine + vaccin T. A. B., n’avait aucun inconvénient pour 
le cobaye ou pour Je lapin. 

La réaction locale et générale provoqué» par lVinjection de ce 
vaccin associé est celle du vaccin T. A. B. Nous avons employé 
au cours de ces recherches soit le vaccin ‘T. A. B. chauffé, 
soit le lipo-vaccin T. A. B. 

Suivons parallélement chez 5 sujets les effets des injections 
vaccinales. Les deux premiéres injections sont distantes de 
quinze jours; une troisiéme (1 cent. cube d’anatoxine pure), est 
pratiquée & huit jours de la seconde. Huit jours aprés cette 
troisiéme injection, on recherche l’antitoxine dans le sérum et 
le titrage donne les résultats suivants : 


Noes. Dawe meutraliS tech, asm euks 40 doses mortelles. 

No-2. Bern... neutralise. . 5). - « = De 2 4 10 doses mortelles. 
ING30) Biase meutraligers:-) a o's alia? De 2 a 10 doses mortelles. 
No 4. Bil... neutralise. . 6 i. 2 6% De 2 a 10 doses mortelles. 
Ny 5. Wea neutralise 2. v.25 says De 2 4 10 doses mortelles. 


Un mois aprés fa troisiéme injection, le taux de l’antitoxine 
a augmenté légerement : 


Noooilansoneintralisey: mshi. aa tor, 3 20 doses mortelles. 
Noe e Ber Mrc MOULRAUNSE 5 en cehe'= cau yam isiaicl oe 30 doses mortelles. 
INCUS ED eee UUPAIES Ce’ eo tsh esis so cn We Bes ete 20 doses mortelles. 
Noe Bile neutralise: Rin Se) Vie ak 3 doses mortelles. 
Now5e Wiex anentralisere) sal bate, oo), 5 doses mortelles. 


Mais ce qui a augmenté bien davantage, c’est la réactivité 
acquise; c’est l’aptitude 4 réagir & une injection de rappel. En 
effet, huit jours aprés une injection de rappel de 1 cent. cube 
d’anatoxine pure, le titrage donne : 


Newb Mave eememtralisemsiaiyaye ak os 1.300 doses mortelles. 
No? Berns...neutralise 308. . 4d 3.000 doses mortelles. 
INGc Buic WN Orxeg I CUGR ANS OE ee ul aia eu wcucoe ca 1.000 doses mortelles. 


Or, lorsque l'on compare les résultats de ces titrages a la 


technique employée, on s’apercoit que deux de ces sujets 


restent toujours au-dessous de la moyenne; ce sont les n®* 4 


~ et 5..Ces deux sujets ont recu de l’anatoxine tétanique pure; 
les autres ont recu pour les deux premiéres injections un 
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mélange d’anatoxine tétanique et de T. A. B. (1 cent. cube 
T.A.B-+-4 cent. cube anatoxine). Le contraste entre ces deux 
groupes de résultats est encore plus significalif lorsquon songe 
qu’au moment de Ja deuxiéme injection les n® 4 et 5 ont regu 
2 cent. cubes d’anatoxine pure, tandis que les autres sujets ont 
recu, mélangé 4 1 cent. cube de T. A. B., soit 1 cent. cube 
d’anatoxine tétanique (n°* 1 et 2), soit 1 c.c. 5 d’anatoxine 
tétanique (n° 3) et dans tous les cas une proportion moindre 
que les sujels n° 4 et 5. 

Ces essais, dont nous apportons ici un exemple, montrent 
que l'emploi du yaecin associé est favorable & l’immunilé 
antitélanique. 

En ce qui concerne limmunité antityphoidique engendrée 
par vaccin associé, nous sommes moins fixés. Nous avons 
simplement conslaté que le pouvoir agglutinant vis-a-vis du 
bacille typhique réapparait ou s’accroit au cours de la vaccina- 
tion. Ce n’est pas 1a un témoignage d’immunité. La plupart des 
sujets que nous avons trailés avaient été précédemment vaccinés 
contre les infections typhoides. On pourrait donc nous objecter 
qu'une des immunités 4 réaliser était déja acquise d’avance du 
fait d’une vaccination antérieure. Pour répondre a cette objec- 
tion, nous avons fait figurer dans la série précédente un sujet 
neuf qui n’avait pas subi de premiére vaccination T. A. B., 
c’est le n° 3. Or, on voit que Vimmunité anlitélanique qwil a 
réalisée n’a aucunement souffert de la nécessité de préparer du 
méme coup l'immunilé antityphoidique. 

Les bons résultats que nous avons obtenus avec le lipovaccin 
T. A. B. nous ont engagés & rechercher si l’addition d’huile 
seule sans corps microbiens ne pouvait pas favoriser l’appa- 
rition de ’immunité antitétanique ef nous avons eu l'occasion 
de constater sur de nombreuses séries de sujets vaccinés, que 
les groupes vaecinés avec le mélange « anatoxine + huile » 
présentaient dans l'ensemble une immunité nettement supé- 
rieure & celle des groupes vaccinés par l’anatoxine pure (1). 


(1) Nous signalerons en passant que nos recherches ne sont pas restées 
limitées a ce type de vaccinations associées. Nous avons également étudié 
un vaccin associé composé d’anatoxine télanique et de germes d’infection 
pleuro-pulmonaire (streptocoque, pneumocoque, staphylocoque, pyocya- 
nique). D’autre part nos recherches se poursuivent sur les vaccins associés : 
« anatoxine tétanique + toxine streptococcique » et « anatoxine diphtérique 


y 
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Ceci n'est pas particulier & Vhomme et se retrouve avec 
netteté chez le cheval. 


LA VERITABLE VALEUR DE L’IMMUNITE DUE A L’ANATOXINE 
EN REGARD DE LA TOXI-INFECTION TETANIQUE. 
La DURGE DE CETTE IMMUNITE. 


Le taux d’antiloxine humorale que nous avons attemt par 
les injections d’anatoxine tétanique suffit-il & protéger un sujet 
contre le tétanos? 

A titre dindication, nous pouvons faire remarquer tout 
d’abord qu'un cheval vacciné, dont le sérum neutralise par 
centimetre cube une seule dose mortelle pour le cobaye, 
supporte parfaitement l’introduction, dans le muscle, d’une 
écharde chargée de spores tétaniques; tandis qu’un cheval neuf 
témoin, pareillement traité, succombe au tétanos (Descombey). 
Sans doute, on ne saurait conclure de lVanimal & l'homme; 
mais le cheval présente a l’égard de linfection tétanique une 
réceptivité qui est aw moins aussi vive que celle de Lhomme. 
En comparant homme au cheval, nous pouvons done obtenir 
déj&a des indications sinon certaines, du moins, offrant quelque 
probabilité. 

La sérothérapie préventive nous fournit un élément de 
comparaison plus rigoureux encore. Nous savons qu’en pra- 
tique, linjection de sérum se montre efficace pendant une 
huitaine de jours. Aprés |’injection d’une dose préventive de 
10 cent. cubes de sérum antitétanique le sérum du sujet ainsi 
traité neutralise au cenlicube 100 doses mortelles. Or, la 
vaccination par l’anatoxine nous permet de réaliser une immu- 
nité active telle qu’um centicube du sérum du sujet vacciné 
neutralise 1.000, 3.000 doses mortelles par centimetre cube et 
méme davantage. 

Combien de temps dure Vimmunité ainsi produite? Nos 
recherches ont actuellement un recul suffisant pour nous per- 
mettre de dire qu'elle est encore trés bonne apres une année. 
Le taux de l’antitoxine humorale baisse lentement; la réactivité 


+ toxine streptococcique ». Ce dernier se propose l’immunisation contre la 
‘diphtérie et la scarlatine, déjé recherchée par l’un de nous sous la forme 


a de vaccinations simultanées. Ch. Zontien. Soc. de Biologie, 31 janvier 1925. 
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acquise persisle entidre; sollicitée par une injection de rappel, 
elle manifeste sa persistance par un bond antitoxique trés 
marqué. Voici quelques exemples : 

Del..., vacciné & 3 injections dont la derniére remonte au 
10 novembre 1925. Le 19 novembre, l'immunité correspond a 
la neutralisation de 1.000 doses mortelles; le 23 février, elle 
est supérieure & 300 doses mortelles, inférieure & 500. Le 
24 octobre 1926, un an aprés la vaccination & quelques jours 
pres, la valeur de l’antitoxine humorale est encore telle que 
{ cent. cube du sérum neutralise 100 doses mortelles. Notons 
en outre que ce sujet avait fourni dans le cours de l'année 
450 cent. cubes de sang pour une transfusion sanguine; l’anti- 
toxine spécifique a élé retrouvée en faibles proportions dans le 
sérum du sujet transfusé. ; 

Sim..., vacciné a 3 injections de vaccin associé (anatoxine 
tétanique-+anatoxine diphtérique). La derniére injection 
remonte au 1° mars 1926. Le 24 janvier 1927, 1 cent. cube 
neutralise 100 doses mortelles. 

Bl..., vacciné & 3 injections; la premiére est de vaccin associé 
(T. A. B.-+-anatoxine tétanique), la derniére remonte au 
23 décembre 1925. Le 2 octobre 1926, l’immunité préseniée par 
le sujet correspond a 60 doses mortelles par centimétre cube. 
Une injection de rappel est pratiquée le 2 octobre, le 10 octobre, 
limmunité est telle qwun centicube de sérum neutralise 
10.000 doses mortelles par centimétre cube. Cet exemple 
illustre & la fois la persistance de l’antitoxine humorale et 
celle de la réactivité acquise. 

Gr..., vacciné & 3 injeclions de vaccin associé; la derniére 
injection remonte au 10 décembre 1925. Le 19 décembre 1925, 
le sérum neutralise 2.000 doses mortelles par cenlimétre cube. 
Apres plus d’un an, le 9 janvier 1927, il neutralise encore 
200 doses mortelles. Quant 4 la réactivité acquise elle est 
appréciée par une injection de rappel de 1 cent. cube faile le 
9 janvier 1927. Le 16 janvier 1927, ’immunilé était telle 
qu'un cenlimétre cube neutralisait environ 20.000 doses mor- 
telles! 


Deux injections faites & un mois d’intervalle donnent déja 
une immunité persistante. 


Nous avons vacciné par deux injections un groupe dune 
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centaine de sujets. Premiére injection 1 cent. cube lipo T. A.B. 
+1 cent. cube anatoxine tétanique. Aprés un mois deuxiéme 
injection 2 cent. cubes anatoxine {étanique. Six mois aprés 
nous avons examiné 5 d’enlre eux. Leur sérum neutralisait au 
centicube 200 doses mortelles en moyenne. Chez plusicurs 
d’entre eux le sérum examiné un an aprés neutralisait encore 
100 doses mortelles. 

Un dernier exemple montre l’intérét pratique de la vaccina - 
tion. Au mois de février dernier, un garde républicain blessé 
au manége subit une injection de sérum antilétanique. Ayant 
appris que la vaccination antitétanique par l’anatoxine peut lui 
éviter les petits ennuis de la sérothérapie préventive, il vient 
nous trouver au mois de mars et se soumet aux injections 
d’anatoxine tétanique : deux injections a quinze jours d’inter- 
valle. Pas le moindre incident ne marque sa vaccination. Or, 
voici que derniérement il est blessé dans la rue, & l’occasion 
d’une rixe, d'un coup de couteau & la cuisse. Au moment ow le 
chirurgien se propose de pratiquer une injection préventive de 
sérum antitétanique, le blessé rappelle qu'il est vacciné contre 
le tétanos. Nous pratiquons par surcroit de prévaution une 
injection de rappel d’un centimétre cube d’anatoxine. Trois jours 
aprés le rappel, la valeur de l'immunité correspondait a la neu- 
tralisation de 70 doses mortelles par centimétre cube; huit jours 
apres, elle dépassait de beaucoup 500 doses mortelles. 


INJECTIONS SIMULTANKES D’ANATOXINE ET DE SERUM. 


Nous avons recherché quel pouvait étre, sur lapparition et 
le développement de l'immunité antilétanique, l’effet d’une 
injection simultanée de* sérum. La sérothérapie n’aurait-elle 
pas pour effet de suspendre l'efficacité de la vaccination? 

Dans une premiére série nous avons injecté simullanément 
1 cent. cube d’anatoxine et 5 cent. cubes d'anatoxine purifiée, 
puis quarante-cing jours aprés 2 cent. cubes d’anatoxine seule. 
Les sujets ainsi préparés répondaient comme les sujets neufs 

-a une injection de rappel. 

Nous nous sommes alors proposé de serrer le probleme de 

plus pres, c’est-a-dire d’une part de voir si une serothérapie, non 
» plus modérée comme dans le cas précédent, mais intensive, 
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ménage tout aussi bien l'apparition et le développement de 
Vimmunité active, et d’autre part permet d’ajuster limmunité 
active & l'immunité passive sans qu'il y ait entre elles de 
lacunes. Chez un blessé non vacciné il s’agit, en effet, de faire 
succéder & l’immunité passive immédiate conférée par le sérum 
une immunité active qui le mette a l’abri du (étanos post- 
sérique. 

Une précaution importante est a observer au cours de ces 
recherches. L’antitoxine humorale réyélée par le titrage peut 
étre soit d’origine passive et provenir du sérum injecté, soit 
d'origine active et démontrer lefficacilé de la vaccination entre- 
prise. L’une comme l'autre neutralise .la toxine tétamique 
injectée au cobaye. Ilimporte cependant de ne pas les confondre, 
ce serait s’exposer a inscrire au bénéfice de la vaccination une 
immunité qui, dans la réalité, ne serait qu'un reste de | immunité 
passivement conférée. Cette erreur est possible pour un expéri- 
mentateur peu averli, d’autant plus que la durée du séjour du 
sérum dans l’organisme est trés variable selon les sujets. 

Sans doute on peut se proposer d’examiner, apres un long 
délai, le sérum du sujet traité (deux mois par exemple) afin que 
toute trace d’antitoxine passive ait disparu. Mais cette facon de 
procéder ne nous donne pas la valeur de limmunité active 
dans les débuts, e’est-a-dire & une période inléressante au point 
de vue pratique. 

Au cours de recherches que nous avons entreprises nous nous 
sommes renseignés de la facon suivante : d'une part en titrant 
a deux reprises, & une ou plusieurs semaines d’intervalle, 
l'antitoxine humorale. I] est permis d’affirmer qu'un sujet qui 
conserve le méme taux d’antitoxine ou mieux encore dont 
l'antitoxine augmente d'un titrage a l’autre jouit d'une immu- 
nité active. 

Liimmunité active se traduit, d’autre part, par l’apparition 
d'une réactivité qu’en aucun cas l’immunité passive ne saurait 
provoquer; une injection de rappel la met en évidence par le 
bond antitoxique qu’elle détermine chez le sujet examiné. 

1° Nous avons traité huit sujets, d’aprés la technique sui- 
vante : 

Une injection de sérum de 10 cent. cubes; le méme jour 
1 cent. cube d’anatoxine. 
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Une seconde injection d’anatoxine quinze jours’ troissemaines 
aprés la premiere. 

Nous avons constaté que l’injection de 10. cent. cubes de 
sérum déprime chez certains sujets la valeur de l’immunité 
active. 

Liimmunité active s’installe cependant comme en témoignent 
Vapparition de l’antitoxine et le développement de la réactivité 
spécifique. 

Cette tactique souléve une objection que voici : l’immunité 
passive diminue rapidement. Dix jours aprés une injection de 
sérum de 10 cent. cubes il arrive qu’elle ait complétement 
disparu; or, & ce moment l’immunité active n’existe pas 
encore, il faut attendre quelques jours avant qu’une seconde 
injection, faite & quinze jours ou mieux & trois semaines, en 
provoque l’apparition. Il y a done, entre limmunité passive et 
Vimmunité active, un écart variable selon les sujets. Nous 
avons cherché & la réduire par l'étude d’une autre technique, 
mise en pratique sur une quarantaine de sujets. 

2° Cette technique est la suivante : 

Pratiquer une injection de sérum de 10 cent. cubes; le 
méme jour 1, 2, ou mieux 3 cent. cubes d’anatoxine. 

Attendre dix jours, puis faire une seconde injection de sérum 
de 10 cent. cubes. 

Nouvelle attente de dix jours, puis seconde injection d’ana- 
toxine de 2 cent. cubes. 

En somme on pratique deux injections de sérum 4 dix jours 
dintervalle et deux injections d’anatoxine & trois semaines 
dintervalle, la premiére injeclion d’anatoxine coincidant avec 
la premiére injection de sérum,, selon je schéma : 

Sérum n° 1; anatoxine n° 1, dix jours ; Sérum n° 2 dix jours; 
Anatoxine n° 2. 

Du débul du traitement 4 l'injection d’anatoxine n° 2 le 
sujet est en état d’immunité passive; & partir de Linjection 
d’anatoxine n° 2 l'immunité active se développe et se substitue 
insensiblement & l’immunité passive. Deux prélévements ont 
été exéculés l'un au jour de l’anatoxine n° 2, l’autre dix & 
vingt jours plus tard; les titrages effectués nous ont mis en 
présence des trois éventualités suivantes : 


A. Liantitoxine décroit d’un. prélévement a |’autre. 
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B. L’antitoxine reste stalionnaire d'un prélévement a l'autre. 

C. L’antitoxine augmente d’un prélévement a l'autre. 

Dans l'éventualité A on peut supposer que l’immunité 
active se substitue & l'immunité passive, mais sans pouvoir 
l'affirmer puisque l’antiloxine a diminué. Dans les éventualités 
Bet C il est établi que l'immunité active succéde a l’immunité 
passive; on ne concoit pas, en effet, que celle-ci puisse se main- 
tenir au méme niveau pendant huit jours ni a plus forte raison 
qu'elle puisse s’accrottre. L’étude de la réactivilé confirme 
‘apparition d’une immunité active. Une injection de rappel, 
pratiquée un mois environ apres la derniére injection d’ana- 
toxine, provoque un bond antitoxique. 

Les conclusions qui se dégagent de ces recherches sont les 
suivantes: Deux injections de sérum de 10 cent. cubes pratiquées 
a dix jours d’intervalle n’empéchent pas l'‘immunité active de 
s’établir. Celle-ci se traduit en effet par Vapparition d’anti- 
toxine humorale et par l’installation de la réactivité spécifique. 

Ces doses répétées de sérum paraissent abaisser le taux de 
lantitoxine produite par !’anatoxine ; celui-ci est en effet dans 
l'ensemble inférieur 4 celui qu'on peut obtenir par |’emploi de 
lanatoxine injectée seule. Nous pensons cependant, qu'il est 
suffisant pour assurer une protection contre l’infection téta- 
nique. 


UTILISATION PRATIQUE DE L’ANATOXINE TETANIQLE. 


L’anatoxine tétanique peut s’utiliser dans les deux cvircon- 
stances suivantes : ou bien l’on se trouve en présence d’un 
sujet blessé et non encore vacciné, et l’on se propose d’associer 
Ja vaccination a la sérothérapie pour en prolonger l’action pré- 
ventive; ou bien l’on se propose de vacciner un sujet ou les 
membres d'une collectivité contre Vinfection tétanique en 
dehors de toule menace actuelle et imminente de télanos : c’est 
la vaccination systématique. 


A. VACCINATION ANTITETANIQUE D'URGENCE. — La question 
de la vaccination contre le tétanos peut se poser chez un 
sujet neuf, 8 occasion d’un traumatisme sérieux. En pareil cas, 
la sérothérapie préventive s’impose toujours comme une pre- 


| 
i 
| 
| 
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miére mesure de sécurité. Seule, la sérothérapie précoce est 
capable de conférer au sujet blessé une protection immédiate. 
Mais on sait que cette protection n’est que passagere et qu’il est 
indiqué de répéter l'injection de sérum au dixidme jour, lorsqu’on 
a quelques doutes sur la stérilité de la plaie. On a conseillé, 
dans les traumalismes & grand délabrement, de répéter une 
injection de sérum tous les huit jours pendant un mois et l’on 
est allé jusqu’a faire cing injections successives de sérum.. 
L’inconvénient de cette technique est que l’immunité passive, 
ainsi conférée, se rétrécit au fur et & mesure quon renouvelle 
les injections ; le sujet sensibilisé éliminant de plus en plus 
vite le sérum injecté. Aussi, a-t-on constaté pendant Ja guerre, 
quelquefois des semaines et méme des mois apres la blessure, 
des cas de tétanos post-sériques. C’est dans la prophylaxie du 
tétanos post-sérique que la vaccination par l'analoxine se 
propose d’intervenir. | 

Nous pratiquons une premiére injection d’anatoxine (1 cent. 
cube) le méme jour que l’injeclion premiére de sérum, mais 
non au méme point d'injection ; une seconde injection d’ana- 
toxine (2 cent. cubes) trois semaines aprés la premiére; au 
besoin, une troisiéme injection d’anatoxine trois semaines aprés 
la seconde. 

La succession des injections est donc la suivante : 

Au premier jour, 10 cent. cubes de sérum; 1 cent. cube 
d’anatoxine. 

Au dixiéme jour, 10 cent. cubes de sérum; injection & main- 
tenir ou & supprimer selon les circonstances. 

Au vingtiéme jour, 2 cent. cubes d’anatoxine. 

En agissant ainsi, on fait pour le mieux et on ajoute l'immu- 
nité active a l’immunité passive en réduisant au minimum les 
risques de tétanos. Jusqu’au vingliéme jour, le sujet est sous 
linfluence de l’immunité passive; & partir du vingtieme et de 
la seconde injection d’anatoxine, l’immunisation active devient 
efficace. . 


B. VAccINATION ANTITETANIQUE SYSTBMATIQUE. — Ge que nous 
avons dit plus haut, sur la lenteur de développement de la réac- 
tivilé acquise, permet de comprendre pourquoi il yja intérét a 

. espacer-les deux premiéres injections. N’étant pas pressé par 
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les circonstances, nous avons tout le temps de laisser, apres la 
premiére injection, murir la réaclivité acquise afin qu'une sti- 
mulation opportune en tire un meilleur effet. Aussi, nous con- 
seillons de laisser passer un mois entre la premiére injection de 
1 cent. cube et la seconde de 2 cent. cubes d’anatoxine. Huit 
jours aprés la seconde injection, le taux de l’antitoxine humo- 
ral correspond en moyenne & 100 doses mortelles par centiméire 
cube. Une troisitme injection, pratiquée huit jours aprés la 
seconde, fait monter a la neutralisation de 1.000 doses mortelles 
en moyenne la valeur de l’antitoxine. 

Pendant Jimtervalle de quatre semaines qui sépare la 
seconde injection de la premiére, le sujet reste réceptif; si, par 
hasard, il se trouvait exposé & la menace de |'infection téta- 
nique, il y aurait lieu de le proléger immédiatement par une 
injection de sérum. Mais aprés la seconde injection, l’immu- 
nité active est suffisante pour protéger, & elle seule, le sujet 
vacciné. La troisiéme injection n’intervient que pour parfaire 
Vimmunité et pour élever le taux de l’antitoxine 4 un niveau 
d’ow elle ne descendra que lentement. 

Les premiers résultats que nous avons fait connaitre quanta 
la persistance de l’immunité nous permettent, d’ores et déja, de 
comprendre pourquoi une réinjeclion n’est pas nécessaire au 
cours de la premiére année qui suit la vaccination. Une obser- 
vation prolongée, portant sur plusicurs années, nous renseignera 
sur lopportunité d'une réinjection ultérieure. 

Nous savons qu'une injection de rappel, faite chez un sujet 
vacciné a l’occasion d'un traumatisme, est capable d’accroitre 
tres rapidement Je taux de l’antitoxine et de produire en quel- 
que sorte une hyperimmunisation, cela par une stimulation de 
la réactivité spécifique. Point n’est besoin en pareil cas d'une 
forte dose d’anatoxine : une dose ie 1 cent. cube est suffisante. 

A qui s’adresse la vaccination sysiématique? A tous les sujels 
que leur profession expose aux risques de |’infection tétanique : 
agriculteurs, palefreniers, ouvriers d’usine, militaires des 
troupes montées. On sait la fréquence du tétanos en temps de 
guerre. Une vaccination systématique aurait l'avantage de 
rendre inutile la sérothérapie préventive, d’éviter les réinjee- 
lions de sérum et les accidents sériques auxquels elle expose. 
On pourra d’ailleurs meitre en ceuvre la vaccination associée 


ae 
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parle mélange anatoxine+ vaccin T. A.B., par exemple. Onavu 
quels avantages on peut retirer d’une telle pratique. En dehors 
méme de ces circonstances exceptionnelles, la vaccinalion anti- 
tétanique, en raison de son innocuité absolue, de sa simplicité 
et de sa grande efficacité, nous parait devoir étre recommandée 
pour l’immunisalion des enfants. Quel est le sujet qui, actuel- 
lement, n’est pas exposé un jour ou l'autre & subir une injec- 
tion préventive de sérum antitétanique ? Cette injection de 
sérum le sensibilise & toute injection ultéricure d’un sérum 
thérapeutique quel qu il soit. N’est-il pas préférable, pour 
écarter la crainte du tétanos, de rechercher une immunilé 
active durable dés l’enfance ? 

Les recherches de ]’un de nous, avec Naltan-Larrier et Gras- 
set (1), ont montré que la vaccination antitétanique entreprise 
chez la femme au cours de la grossesse ou méme quelque 
temps auparavant peut procurer 4 la mére et au nouveau-né 
une immunité suffisante pour mettre la premiére & l’abri ‘du 


_ télanos obstétrical, et protéger le second vis-a-vis du tétanos 


d’origine ombilicale; ces formes de tétanos tres rares sans doute 
dans nos pays sont par contre fréquentes dans certaines contrées 
de l’Afrique et de lAsie. Il y a done 1a une application 
pratique précieuse de l’immunisation par l’anatoxine tétanique. 


* 
x * 


Dune part les effets produits par lanatorine télanigue et, 
en particulier, t établissement et le perfecttonnement de l’immu- 
nité antitétanique; dautre part, la persistance de ces effets 
dont nous pouvons juger avec un recul déja notable (dix-huit 
mois), nous permettent d’entrevoir, dés mazntenant, Lintérét 
de Vanatoxine tétanique pour la prévention du télanos dans 
Vespéce humaine. Mais, seule Vutilisation sur une trés grande 
échelle et dans des conditions variées de la pratique nous dira 
dans un avenir plus ow moins éloigné sa v'ritable valeur. 


(4) L. Narran-Larecer, G. Ramon et &. Grasset, De Vimmunité antitéta- 


“nique chez le nouveau-né. Acad. des Sciences, séance du 9 aout 1926. Voir auss 
ce méme numéro des Annales. 


L’ANATOXINE TETANIQUE 
ET LA PROPHYLAXIE DU TETANOS CHEZ LE CHEVAL 
ET LES ANIMAUX DOMESTIQUES 


par G. RAMON et P. DESCOMBEY. 


BY 


Le sérum antitétanique injecté & animal lui apporte une 
immunité presque instantanée : il est donc tout indiqué et lar- 
cement utilisé d’ailleurs depuis les mémorables essais et les 
statistiques si probantes de Nocard pour protéger rapidement 
un sujet que l’on juge exposé & contracter, a bref délai, le 
\étanos. Mais certaines conditions étiologiques et pathogéniques 
de la toxi-infection tétanique, cerlaines considéralions écono- 
miques et aussi le caractére passager de limmunité due au 
sérum s’opposent, dans nombre de cas, & Ja mise en ceuvre de 
la sérothérapie préventive. 

Ainsi, il arrive souvent qu’aucun indice ne révéle chez 
Vanimal la présence d’un foyer susceptible de devenir télani- 
gene, rien dans ces condilions ne vient altirer attention sur 
la nécessité de pratiquer une injection de sérum : d’ow ces cas 
de télanos 4 la suite de blessures insiguifiantes, insoupconnées 
de la peau (blessures du harnachement), & la suite de plaies 
cachées au niveau de cerlaines muqueuses (bouche), a Ja faveur 
de lésions intéressant Jes organes internes (ulérus), etc., et en 
général tous ces cas de tétanos que l’on a groupés sous la 
dénomination, assez impropre d’ailleurs, de tétanos spontané ou 
médical. 

De méme qu'il existe dans le domaine de l'infection charbon- 
neuse les « champs maudits », il est également des milieux et 
aussi des régions « a tétanos », en France et surtout dans cer- 
taines contrées de l'Afrique et de l’Extréme-Orient. D’ow, ici 
encore, des cas de tétanos trés fréquents pour la prévention 
desquels la sérothérapie ne peut rien, ou presque rien. En effet, 
étant donné que l’immunité passive procurée par le séruma 
une faible durée n’excédant guére deux ou trois semaines, 


Ae Te Ne 


Ge wae Ye ey 


L’ANATOXINE TETANIQUE CHEZ LES ANIMAUX DOMESTIQUES 838 


devrait-on, dans ces régions « & tétanos », effectuer des injections 
de sérum tous les quinze jours & tous les animaux? Ce serait 
irréalisable pratiquement. 

Certaines circonstances spéciales —, telles les campagnes 
militaires par exemple — multiplient pour le cheval en parti- 
culier, les risques de tétanos. Or, ici encore, il est impossible 
de faire de la prévention générale durable, économique, du 
tétanos a l’aide seulement du sérum antitélanique. 

En réalilé, pour prévenir ces cas de tétanos d’origine occulte, 
pour lutter facilement contre le tétanos sévissant & l'état endé- 
mique dans certaines contrées, pour faire de la prophylaxie 
largement efficace et durable, il faut mettre les animaux en 
état de résister 4 la toxi-infection létanique non pas pendant 
quelques semaines, mais pendant une trés longue période; il 
faut pouvoir conférer 4 l’organisme animal sensible, exposé a 
chaque instant a rencontrer le germe tétanique et a s’infecter, 
non pas une immunité passive, éphémére comme celle que 
procure la sérothérapie, mais une immunité active, solide, 
durable, analogue & celle que déterminent dans d’autres 
domaines les vaccins pastoriens par exemple. ; 

Cetle immunité active vis-a-vis du tétanos peut étre mainte- 
nant réalisée dans la pratique courante, grace a une méthode 
dimmunisation mettant en ceuvre : /'anatozxine tétanique, 
antigéne inoffensif du germe de Nicolaier-Kitasato. 


L’Anatoxine tétanique et l'immunisation active du cheval 
vis-a-vis de la toxi-infection tétanique. 


Comme Il’un de nous*l’a montré (1) lanatoxine tétanique, 
grace & l’immunité antitoxique active qu'elle détermine, est 
capable de mettre le cheval a l’abri du tétanos. 

En effet, injectons par exemple, 10 cent. cubes d’anatoxine 


. tétanique possédant une bonne valeur antigéne (2 unités) 4 un 


cheval; un mois aprés, renouvelons cette injection. Si par la 
suite nous effectuons chez cet animal des prélévements de sang 
(a intervalle déterminé), nous constaterons que son sérum pré- 


g ® (1) Dscomary. Ces Annales, 1925, p. 485. 
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sente, quelques jours aprés la seconde injection d’anatoxine, un 
pouvoir antitoxique spécifique trés net qui augmente sensible- 
ment dans les jours et les semaines qui suivent. 

Soumettons ce cheval, dont le sérum sanguin a ainsi acquis, 
sous l’influence des injections d’anatoxine, des propriétés anti- 
toxiques manifestes, & une épreuve rigoureuse qui consiste & 
insérer dans les muscles une écharde imprégnée de spores téla- 
niques (1) et de germes divers : staphylocoques, pyocya- 
mgues, etc... Cet animal résiste parfaitement bien a cette 
épreuve alors que des chevaux témoins, non injectés avec l’ana- 
toxine et soumis a l’épreuve de l’écharde, font un tétanos rapi- 
dement mortel. 

Nous le ferons remarquer, le contréle de limmunité déve- 
loppée par l’anatoxine a é6lé réalisé ici dams des conditions qui 
sont celles de la toxi-infection tétanique naturelle. 

De plus, ainsi qu’il a été établi au cours d’une longue série 
d’expériences (2), un cheval immunisé par |’anatoxine tétanique 
est & l’abri du tétanos lorsque son sérum sanguin a un pouyoir 
antitétanique tel que sous le volume de 2 cent. cubes, il neu- 
(ralise une quantilé de toxine représentant une unique dose 
mortelle pour le cobaye. Ces constatations ont une importance 
que nous tenons a souligner : grace a elles, il sera possible dans 
des essais futurs de juger de l’état dimmunité des sujels vac- 
cinés par |’anatoxine, et d’apprécier ainsi leur degré de résis- 
tance vis-a-vis de la toxi-infection tétanique sans recourir a 
l’épreuve de |’écharde. 


Notre premier soin avant de poursuivre nos essais a été de 
rechercher si le cheval posséde une immunité naturelle vis-a- 
vis de la toxi-infection tétanique. On sait gue cet animal, 
comme l’homme, recéle assez souvent dans ses humeurs des 
quantités appréciables d’antitoxine diphtérique dont la pré- 
sence est due & des contacts plus ou moins fréquents et pro- 
longés avec le b.. diphtérique. On n’ignore pas, d’autre part, 


(1) Ces spores provenaient d’une souche du b. de Nicolaier différente de 
celle qui a servi a préparer la toxine puis l’anatoxine utilisée pour immuniser 


les animaux. 
(2) Descomsry. Voir en particulier, Thése pour le Doctorat vélérinaire, 1927. 
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que le cheval héberge normalement des germes tétaniques dans 
son intestin. Or, malgré towtes nos recherches, nous n’avons 
pu déceler trace dantitoxine d’origine naturelle chez plus de 
cent chevaux examinés a ce point de vue. Ajoutons que deux 
de ces animaux avaient été atteints de tétanos dont ils avaient 
guéri. 


La vaccination par l'anatoxine tétanique chez le cheval. 


Le principe de ’immunité antitétanique active par l’anatoxine 
étant nettement établi et, de plus, l’absence d’antitoxine téta- 
nique d’origine naturelle étant constatée chez un nombre suffi- 
sant de sujets, il importait de procéder & des essais variés de 
vacemation afin de fixer les régles d’une méthode utilisable dans 
la pratique courante. 

Ces essais entrepris depuis prés de trois ans portent actuel- 
lement sur plus de 300 chevaux placés dans des conditions 
diverses. Chez tous ces chevaux, & quelques exceptions prés, 
nous avons effectué des prélévements de sang soit au cours, soit 
& la suite des vaccinations, afin de doser l’antitoxine spéci- 
fique et d’apprécier ainsi |’état 7 immunité des animaux et, par- 
tant, la marche de l’ immunisation. 

Grace a ces essais qui ont entrainé de multiples expériences, 
nous avons pu ainsi rassembler de nombreux renseignements 
et obtenir des résultats précis dont nous allons rendre compte 
avant d’envisager les conditions pratiques de la prophylaxie du 
tétanos par Vanatoxine tétanique, chez le cheval en particu- 
lier. 


LA VALEUR ANTIGENE DE L’ANATOXINE UTILISKE. 


Tout au début de nos essais, nous avons vacciné plusieurs 
séries de chevaux avec des échantillons d’anatoxine de valeur 


antigéne (déterminée par la floculation) (1) différente, toutes 


les autres conditions étant aussi égales que possible. 


(1) Nous rappellerons succinctement ici comment s’effectue cette apprécia- 
tion. On prépare un certain nombre de tubes a hémolyse contenant chacun 


-¥ cent. cube d’anatoxine; on ajoute dansj ces tubes des quantités progressi- 


vement décroissantes @’unités antitoxiques sous. forme.de dilutions dun 


* 'sérum’ comvenablement choisi (nous disons convenablement, car pour des 
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Nous avons pu constater ainsi que, pour obtenir une immu- 
nité suffisante, l’anatoxine tétanique devait avoir un certain 
pouvoir antigéne que nous estimons devoir étre au moins égal 
a 1 unité 5. Avec des anatoxines de valeur moindre, on 
s’expose A des mécomptes. Signalons & ce propos qu’un échan- 
tillon appelé & tort « anatoxine », que nous avons eu entre les 
mains et qui ne possédait aucun pouvoir floculant appréciable 
vis-& vis du sérum spécifique, s’est montré chez le cheval, 
comme chez le cobaye, absolument dépourvu de tout pouvoir 
immunisant. 

Les échantillons d’anatoxine utilisés dans les essais de vacci- 
nation que nous allons relater maintenant avaient une valeur 
antigéne constamment comprise entre 2 unités et 2 unités 5. 

Les résultats que nous ferons connaitre ne valent évidem- 
ment que pour les anatoxines ayant un pouvoir antigéne équi- 
valent & celui de J’anatoxine que nous avons utilisée ici. 


LE DEVELOPPEMENT DE L’IMMUNITE. 


Le cheval auquel on injecte une premiére dose d’analoxine 
de 10 cent. cubes n’accuse, au bout de quelques semaines, 
qu'une immunité minime, souvent 4 peine décelable ; il en 
est de méme si, au lieu de 10 cent. cubes, on injecte des doses 
plus considérables, 20, 50, 100 cent. cubes et plus. Mais sous 
influence de cette premiére injeclion d’anatoxine, lorga- 
nisme animal acquiert une aptitude spéciale & répondre ulté- 
rieurement & une seconde injection, par Ja production d’une 
immunité d’autant plus rapide dans son apparition et d’aulant 
plus élevée dans sa valeur, que l’intervalle de temps entre les 
deux injections aura été plus grand (1). 


raisons qui nous échappent encore, certains sérums antilétaniques donnent 
en présence de la toxine spécifique une réaction anormale dans son aspect 
et pas toujours en rapport exact avec le titre antitoxique déterminé in vivo) ; 
au bout d'un temps variahle, nous constatons qne l'un des mélanges, par 
exemple celui renfermant devx unités antitoxiques. flocule; nous dirons que 
Vanatoxine a une valeur antigeéne égale 4 deux unités antigéniques. A cet élé- 
ment fondamental d’appréciation ou « taux de floculation » s’ajoute celui de 
la vitesse de floculalion et une anatoxine aura une valeur antigéne propre 
d’autant plus grande qu'elle exigera pour floculer une quantité d’antitoxine 
spécifique plus forte et qu’elle floculera plus rapidement. Voir G. Ramon 
et P. Descombgy. U. R. Soc. de Biologie, 95, 1926, p. 434. 

(1) Hy ala, semble-t-il, une loi générale de l'immunité antitoxique et aussi 
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Ainsi, par exemple, injectons a plusieurs chevaux deux doses 
d’anatoxine de 410 cent. cubes chacune & quinze jours d'inter- 
valle (1), Vimmunité pour ainsi dire inappréciable immédiate- 
ment avant la deuxiéme injection alteinl trois semaines ou un 
mois aprés une valeur telle que 1 cent. cube du sérum de ces 
animaux neutralise en moyenne de 1 43 doses mortelles (pour 
le cobaye) de toxine tétanique. 

Chez d'autres chevaux, les deux injections sont pratiquées 
a trois semaines d’intervalle; le sérum des animaux ainsi traités 
est capable de neutraliser, quinze jours aprés la seconde injec- 
tion, de 1 45 doses mortelles (en moyenne). 

Knfin dans une derniére série de chevaux, la deuxiéme injec- 
tion est faite 4 un mois de la premiére; limmunité de ces ani- 
maux est telle que les sérums neutraliseront en moyenne de 
5 a 20 doses mortelles, cela dix jours aprés la seconde injec- 
tion. | 

De tout ceci, il résulte que deux injections sont indispensa- 
bles pour obtenir une immunité convenable et que dautre part 
al faut ménager entre les deux injections un délar qui ne doit 
pas étre inférieur a trois semaines et qu'il est bien préférable de 
porter &@ un mois. Dans ce dernier cas on gagne, en valeur et 
aussi en durée de l’immunilé, de quoi compensertrés largement 
ce que l’on peut perdre en commodité pratique. 


LE PERFECTIONNEMENT DE L’IMMUNITE. 


Déja Pun de nous a fait connaitre, ici-méme (2), que limmu- 
nité antitoxique, qu'une anatoxine est capable de faire appa- 


dans certains cas de limmunité antimicrobienne. Déja dans son premier 
mémoire sur l’anatoxine diphtérique, l'un de nous montrait que si l’on injecte 
4 un cobaye deux doses d’anatoxine diphlérique a huit jours d'intervalle, 
Vimmunité spécifique qui en résulte est bien moins prononcée que si les deux 
injections sont faites a trois semaines ou un mois dintervalle. Il devait étre 
tenu compte de cette constatation pour |’établissement de la méthode de vac- 
cination de homme par Il’anatoxine diphtérique (L. Martin et ses collabora- 
teurs) et aussi par l’anatoxine tétanique (avec Zeeller, ces Annales). Dans 
des essais inédits entrepris sur nos indications par nos collégues Gory et 
Grasset, cette méme loi a pu étre vérifiée & propos de l’immunité vis-a-vis 
de l’infection expérimentale par les germes du groupe Typho-paratyphique. 

(1) Si les deux injections sont faites a huit jours d’intervalle, limmunité 
Obtenue ne vaut guére mieux que celle qui résulte d’une seule et unique 


-, ‘injection. | 


(2). Ces Annales, 1926, p. 1, 
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raitre grace & sa valeur antigéne propre, peut étre renforcée dans 
des proportions trés marquées. En effet, en ajoutant, comme 
nous l’avons indiqué, un peu de tapioca pulvérisé et stérilisé a 
l’anatoxine et en injectant le mélange sous la peau de ]’animal, 
on provoque artificiellement une réaction de l’organisme qui 
augmente notablement la part prise par cet organisme dans la 
production de l’immunité, d’ot un accroissement parfois consi- 
dérable de la valeur de cette immunité. 

Nous avons vu, deux injections d’anatoxine de chacune 
10 cent. cubes, effectuées 4 un mois d’inlervalle, conférent au 
cheval une immunité telle que dix jours aprés la deuxiéme 
injection, 1 cent. cube du sérum de l’animal neutralise de 5 a 
20 doses mortelles(pour le cobaye) de toxine. Si,dans les mémes 
délais, nous injectons a un lot de chevaux les mémes quantités 
de la méme anatoxine & laquelle nous avons seulement ajouté 
un peu de poudre de tapioca, nous constatons que l’immunité 
qui fait suite 4 ces injections est telle que huit jours aprés la 
seconde injection, 1 cent. cube du sérum des chevaux traités 
neutralise cette fois la quantité de toxine représentant 400 a 
1.000 doses mortelles suivant les animaux... Ainsi, la simple 
addition de tapioca a donc permis de multiplier par 10 et méme 
par 50 la valeur de l'immunité produite par |’anatoxine seule, 
et d’atteindre 100 & 1.000 fois le taux nécessaire pour protéger 
le cheval contre le tétanos ! 

On se rend compte a la lecture de ces chiffres de Vintérét 
pratique que peut présenter l’utilisation du mélange anatoxine- 
tapioca pour la vaccination contre le tétanos méme si ce 
mélange doit provoquer chez l’animal une petite réaction inflam- 
matoire au point d’injection : placard wdémateux qui se résorbe 
rapidement sans laisser de traces. Ce n’est que dans le cas d’une 
injection faite sans aucune précaution d’asepsie qu'il peut se 
développer localement un petit abcés; c’est 1a d’ailleurs un inci- 
dent extrémement rare et sans aucune espece de suite facheuse. 

Nous avons obtenu des résultats comparables quoique en 
général légerement inférieurs en injectant sous la peau d’un 
certain nombre de chevaux une émulsion huileuse d’anatoxine 
tétanique (10 cent. cubes d’huile d olive stérilisée et 10 cent. 
cubes d’anatoxine tétanique, mélange auquel on a ajouté dans 
certains cas une petite quantité de lécithine). Mais la confec- 
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tion d'une telle émulsion que l’on doit s’efforcer de rendre 
stable est beaucoup plus incommode, pratiquement, que la 
préparation trés simple du mélange d’antitoxine et de tapioca. 

Des essais de l’un de nous avec Zoeller, ont montré que le 
mélange d’anatoxique tétanique et de tapioca peut étre rem- 
placé chez l'homme par le mélange d’anatoxique tétanique et 
d'une autre anatoxine ou bien encore d’un vaccin microbien ; 
le vaccin typhoidique par exemple. Ces « vaccinations asso- 
ciées » (1),comme elles ont été nommées, ont le doubleavantage 
d’accroitre ’immunité (l’immunité antitoxique du moins) et de 
réaliser une double immunisation en une seule série de vacci- 
nation. Dans le but de savoir si, éventuellement, ces vaccina- 
tions associées pourraient étre mises en wuvre chez l’animal, 
avec Je méme bénéfice, nous avons entrepris quelques expé- 
riences. Kn particulier, nous avons injecté 410 chevaux, deux 
doses de 40 cent. cubes chacune d’anatoxine tétanique, addi- 
tionnée d'une culture de streptocoques (2) chauffée quarante 
minutes a 54-55°. Huit jours aprés la deuxiéme injection, le 
sérum des animaux ainsi traités neutralisait au centimétre 
cube la quantité de toxine représentant de 50 a 100 doses mor- 
telles pour le cobaye, en moyenne. Le sérum de chevaux injecté 
dans les mémes conditions, mais avec l’anatoxine seule, neutra- 
lisait de 5 & 20 doses mortelles seulement. La comparaison de 
ces valeurs montre bien l’action favorisante exercée par la pré- 
sence des streptocoques dans le mélange, sur l’immunité anti- 
toxique développée par l’anatoxine tétanique. 

Dans le méme ordre d’idées, des essais effectués chez le 
cheval, en collaboration avec Nattan-Larrier (3), ont permis & 
l'un de nous de constater que l’addition 4 1’anatoxine tétanique 
de produits tels que l’atoxyl, la tryparsamide, etc., ne géne en 
aucune facon l’immunité antitétanique dans son établissement, 
mais l’augmente, au contraire, de valeur, quoique dans de 
moins grandes proportions que le tapioca. 


(1) Voir G. Ramon et Ch. Zoster, ces Annales, méme numéro. 

(2) Provenant d’une souche que nous devons a lobligeance de notre 
collégue et ami M. Urbain. 

(3) Natran-Larrier et G. Grasset, ce numéro. 


842 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


DocREE DE L'IMMUNITE. 


L’immunité que font apparaitre les injections d’anatoxine 
seule ou additionnée de tapioca se développe progressivement ; 
apres étre passée par un maximum, elle va décroitre lentement. 
Il y a done lieu de se demander pendant combien de temps 
l'animal vacciné, restera en possession de |’immunité indispen- 
sable pour assurer sa protection vis-a-vis de la toxi-infeclion 
due au germe tétanique. 

Un cheval qui a été vacciné par deux injections d’anatoxine 
seule a acquis, un mois apres, une immunité telle que 1 cent. 
cube de son sérum neutralise 10 doses mortelles (pour le 
cobaye). Au bout d’un an, si nous effectuons un nouveau pré- 
lévement de sang, nous constatons que 1 cent. cube du sérum 
de cet animal neutralise 3 doses mortelles; aprés dix-huit mois, 
il neutralise encore franchement 1 dose mortelle. 

Des chevaux ont recu deux injections de 10 cent. cubes cha- 
cune de mélange d’anatoxine tétanique et de tapioca & un mois 
d’intervalle; dix jours aprés la deuxiéme injection leur sérum 
neutralise, au centimétre cube, de 200 a 600 doses mortelles en 
moyenne; deux ans aprés, un nouveau dosage nous fait con- 
naitre que ces sérums sont encore capables de neutraliser de 
40 & 80 doses mortelles. 

Les essais effectués ne datent que de dix-huit mois et de 
deux ans, il faut attendre le recul du temps pour fixer défini- 
tivement la durée de l’immunité que le cheval doit a l’ana- 
toxine. Mais si dans le cas particulier de la vaccination par les 
mélanges anatoxine-lapioca, limmunité au bout.de deux ans 
est encore telle que les sérums neutralisent de 40 & 80 doses 
mortelles, on peut prévoir quwil s’écoulera de nombreux mois 
avant que cette immunité soit descendue au-dessous de la 
valeur limite qui assure la protection et qui correspond a la 
neutralisation d’une quantité de toxine représentant une dose 
mortelle unique pour le cobaye. 

Ainsi, la durée de l’immunisation active engendrée par 
V’anatoxine et surtout par le mélange d’anatoxine et de tapioca 
nous apparait au moins égale, sinon bien supérieure, a l’immu- 
nité de méme nature réalisée dans d’autres domaines et, dans 
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tous les cas, incomparablement supérieure a l’immunité passive 
due 4 l’injection de sérum et qui dure trois semaines et méme 
parfois moins. 

Ajoutons encore, ici, un détail expérimental qui peut avoir des 
conséquences pratiques en dehors de son importance théorique. 

Choisissons un cheval vacciné deux ans auparavant a l’aide 
de deux injections de 10 cent. cubes de mélange d’anatoxine et 
de tapioca. Son sérum, qui au centimétre cube neutralisait 
immédiatement aprés la vaccination 400 doses mortelles, ne 
neutralise plus actuellement que 60 doses mortelles. Prati- 
quons chez cet animal une nouvelle injection de 10 cent. cubes 
d’anatoxine au tapioca. Si, sept jours aprés cette injection, 
nous effectuons un nouveau prélévement de sang et si nous 
dosons et titrons le pouvoir antitoxique, nous constatons que 
cette fois, 1 cent. cube du sérum neutralise une quantité de 
toxine capable de tuer plusieurs milliers de cobayes. 

Liimmunité a donc fait un bond que l’on peut qualifier, sans 
exagération, de prodigieux. Aimsz se manifeste ici encore cette 
aptitude particuliére de Torganisme, que développe la vaccina- 
tion par Tanatoxine a répondre de plus en plus vite et de plus 
en plus fortement ade nouvelles sollicitations. Il y a 1a une qua- 
lité de limmunité active que les anatoxines n'ont pas peu con- 
tribué & mettre en évidence (1). 

Pour nous résumer : tmmunité demandant un certain temps 
pour se développer, devenant trés solide, et étant d'une durée 
prolongée, telles sont les caractéristiques de limmunité active 
provoqguée chez le cheval par la vaccination au moyen de [ ana- 
toxine ltétanique seule, ou mieux encore, de lanatoxine addt- 
Lionnée de tapioca. 


\ 


QUELQUES MODALITES DANS LA VACCINATION. 


Que se passe-t-il lorsque l’on injecte concurremment du 
sérum antitétanique et de l’anatoxine tétanique? 


(1) Si ce n'était pas trop sortir du cadre de notre sujet nous montrerions 
"que dans l’immunité passive il se produit exactement le contraire. Sollicité 
par des injections successives de sérum, l’organisme tend a se débarrasser 
- de plus en plus vite des anticorps d’origine passive et par conséquent, 
_, Fimmunité devient de plus en plus bréve dans sa durée. Ceci est particulie- 


"» wement accentué lorsqu'il s’agit de l’espéce humaine. 
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Lorsque !'on pratique chez le cheval l’injection de sérum 
‘peu de temps avant l’injection d’anatoxine ou en méme temps 
(mais pas au méme endroit), l'état d'immunité passive due au 
sérum peut porter quelque préjudice au développement de 
Vimmunité active par l’analoxine sans cependant l’entraver 
complétement surtout si l’anatoxine est additionnée de 
tapioca (1). 

L'injection de sérum peut étre pratiquée aprés l’injection 
d’anatoxine. Par exemple un cheval est en cours de yaccina- 
tion, il se blesse quelques jours aprés avoir recu sa premiére 
injection d’anatoxine; son immunité, nous le savons, n’est pas 
encore assez prononcée pour le mettre a l’abri du tétanos dont 
Vincubation est souvent fort courte; aussi, doit-on lui faire une 
injection de sérum pour le protéger immédiatement. Cette 
injection ne nuira en aucune facon a l’effet de la seconde dose 
d’anatoxine qui sera faite un peu plus tard et qui déclenchera 
la production d’une immunité active, solide et durable. 

En collaboration avec Nattan-Larrier et EK. Grasset (2) lun 
de nous a montré que la femme enceinte et la lapine en gesta- 
tion vaccinées au moyen de l’anatoxine tétanique font une 
immunité active qui se transmet aux nouveau-nés sous forme 
d’immunité passive dont la durée se prolonge ici, fait digne de 
remarque, pendant deux a trois mois. Il ne nous a pas encore 
été possible d’effectner de semblables essais chez la jument ou 
chez d'autres femelles domestiques; il nous parait cependant 
fort probable, sinon certain, que les résultats ainsi acquis chez 
la femme et la lapime puissent |’étre aussi chez les femelles 
domestiques et leurs rejetons. . 

Terminons ce chapitre en annongant que des essais de yvac- 
cinalion par l’analoxine tétanique sont actuellement en cours 
chez d'autres espéces domestiques : bovidés et ovidés en parti- 
culier. Les résultats connus a l’heure présente sont sensible- 
ment de méme ordre que ceux acquis chez le cheval. 


(4) Sil s’agissait d'un autre animal que le cheval, V'injection de sérum anti- 
tétanique (sérum hétérologue pour cet autre animal) nuirait beaucoup plus 
a lVeffet que doit produire l’anatoxine. 

(2) Navran-Larrerer, G. Ramon et E. Grasset. C. R. Académie des Sciences, 
183, 1926, p. 458 et ces Annales, méme numéro. 


id 
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Les CONDITIONS PRATIQUES DE LA PROPHYLAXIE DU TETANOS 
PAR L’ANATOXINE TETANIQUE CHEZ LE CHEVAL 
ET LES AUTRES ANIMAUX DOMESTIQUES. 


Les considérations développées au début de cet exposé, les 
renseignements apportés, permettent d’envisager maintenant 
les conditions pratiques de la prophylaxie du tétanos chez le 
cheval et les autres animaux domestiques. 

Les essais aussi nombreux que variés que nous avons pra- 
tiqués et que nous venons de relater schématiquement, nous 
ont montré que chez le cheval, le maximum d’immunité 
active vis-a-vis de la toxi-infeclion tétanique peut étre obtenu 
dans le minimum de temps en opérant de la facon suivante : 

Faire aseptiquement une premiere injection de 10 cent. cubes 
Panatoxine tétanique (de bonne valeur antigéne, au moins 
1 unité 5 au centimétre cube) puis trois semaines, ou mieux un 
mors apres, faire une seconde injection de la méme dose. 

Les injections seront faites sous la peau, en dehors des 
endroits de passage et de frottement des harnais, 4 l’encolure, 
sous la criniére. 

On utilisera sinon exclusivement du moins de préférence le 
mélange d’anatoxine et de tapioca (préparé d’avance au labo- 
ratoire). 

Si une autre vaccination (microbienne par exemple) devait 
étre mise en ceuvre chez le méme animal et dans le-méme 
moment on pourrait associer les deux vaccinations en injectant 
le mélange (effectué extemporanément) de vaccin microbien et 
d’anatoxine sans tapioca. 

Par analogie on pourra dans certaines contrées d’Afrique ou 
d’Extréme-Orient, par exemple, injecter le mélange d’anatoxine 
et de produits tels que l’atoxyl, la tryparsamide utilisés dans la 
chimiothérapie courante de certaines maladies des animaux 


’ dans ces régions. 


En attendant que soit fixée la véritable durée de Pimmunité 


“que provoque la vaccination par I’ anatoxine on pourra, deux ou 


troisans aprés cette vaccination, effectuer une nouvelle injection 


. danatoxine (additionnée de tapioca); l’animal sera alors vrai- 
- semblablement, sinon surement, & l’abridu tétanos pour le reste 
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de sa vie. Celte injection supplémentaire sera d’ailleurs ulile- 
ment pratiquée dans le cours des années qui suivent la vacci- 
nation, & l'occasion par exemple d'un traumatisme accidentel 
ou chirurgical. 

On suivra la méme méthode, pour immunisation anliléla- 
nique des bovidés qui recevront les mémes doses d’anatoxine 
que le cheval, dans les mémes délais. Chez les petits animaux, 
les ovins en particulier, la dose sera seulement de 5 cent. cubes 
pour chacune des deux injections exigées. 


Quelle est donc, maintenant que nous disposons d’un pro- 
cédé de vaccination, la conduite a tenir dans la prévention du 
tétanos chez les animaux? 

Disons-le, tout de suite, ]’immunité active déterminée par 
lanatoxine demandant, comme il est de régle dans les immu- 
nités de cette nature, un certain temps pour s’établir, il faut 
nécessairement recourir & |’injection de sérum antitétanique 
lorsqu’il s’agit de préserver du tétanos un animal, non vacciné 
bien entendu, qui est porteur d’une plaie suspecte ou qui doit 
subir sans délai une opération chirurgicale. La sérothérapie est 
et doit rester la méthode d’urgence chez les animaux qu'un 
danger menace et quin’ont pas été soumis 4 la vaccinalion ou 
nont recu qu'une seule injection quelques jours avant; tou- 
tefois si cetle premiére injection avait été effectuée pres d’un 
mois auparavant on pourrait ne pas recourir au sérum et 
injecter la seconde dose d’anatoxine. 

Ceci dit, voyons & qui doit et peut s’adresser la vaccination 
par l’anatoxine tétanique dans la prophylaxie du tétanos en 
médecine vétérinaire. 

La véritable indication de l’anatoxine réside dans la vacci- 
nation systématique du cheval et des autres animaux domes- 
tiques susceptibles de contracter le tétanos. La vaccination 
sera une véritable assurance contre les risques du tétanos. 

Cette vaccination syslématique doit étre pratiquée plus spécia- ° 
lement dans les écuries, dans les exploitations, dans les milieux 
ot sévit le tétanos Al 'état véritablement endémique et plus géné- 
ralement en France dans les régions dites « & tétanos» et aussi, 
en Afrique, en Extréme-Orient ot la morbidité et la mortalité 
par tétanos sont si élevées chez !’animal, comme chez!'indigégne. 


“ 
sae 
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Elle s'impose également pour les chevaux de l'Armée, soit en 
temps de paix, soit surtout au moment d’une entrée en cam- 
pagne; grace a elle on évitera non seulement de nombreux cas 
de tétanos, mais encore de multiples injections de sérum sans 
compter de nombreux frais et pertes. 

Pratiquée chez la femelle, par exemple chez la jument au 
cours des derniers mois de la gestation, la vaccination par 
l'anatoxine permeltra de mettre la mére a l’abri du tétanos 
pouvant résulter des suites de la mise bas et de plus, d’assurer 
(grace a Ja transmission de l'immunité passive de la mére au 
foetus) la protection du rejeton pendant un temps suffisant 
pour éviter le tétanos d’origine ombilicale. 

Dans les cas d’une opération a effectuer & plus ou moins 
longue échéance — par exemple l’amputation de la queue, la 
castration — on pourra substituer la vaccination par l’anatoxine 
& Vemploi du sérum antitétanique, en faisant la premiére 
injection d’anatoxine un mois avant l’opération projetée et la 
seconde le jour méme de celte opération. 


Ainst basée sur des principes récemment et solidement établis, 
étayée par une expérimentation longuement poursuivie et sire, 
la méthode de vaccination par anatoxine tétanique constitue 
un moyen nouveau pour prévenir la toxi-infeclion télanique. 
Judicieusement et systématiquement mise en cuvre en médecine 
vétérinaire, dans les conditions que nous venons d'édicter, elle 
doit permettre dassurer la prophylaxie générale et durable du 
tétanos chez le cheval et les autres espéces domestiques sensibles 
a cette toxt-infection. 


L’ANATOXINE TETANIQUE 
ET L’IMMUNITE ANTITETANIQUE 
CHEZ LA MERE ET LE NOUVEAU-NE 


par L. NATTAN-LARRIER, G. RAMON ‘et E. GRASSET. 


Utilisant l’anatoxine tétanique d’abord chez animal d’expé- 
riences, puis dans l’espéce humaine, nous nous sommes pro- 
posé de rechercher, en premier lieu, si l’immunité que l'on 
peut conférer 4 la mére & l'aide de cette anatoxine est trans- 
missible, et sous quelle forme, & ses descendants; en second 
lieu, si limmunité active peut étre procurée au nouveau-né et 
dans quelles conditions. 

A Vintérét théorique qui s’attache & de semblables questions 
s'ajoute un intérét immédiatement pratique. 

On connait en effet, depuis longtemps déja, l’extréme fré- 
quence du tétanos d’origine ombilicale dans diverses contrées 
de Afrique, de l’Asie et aussi de Amérique du Sud. On sait 
par exemple que dans certaines de ces contrées jusqu’é 20 et 
30 p. 100 des nouveau-nés succombent a cette affection (1). 

Récemment encore, on rappelait la fréquence toujours 
grande du télanos chez le nouyeau-né, en Afrique occidentale 
francaise ; en une seule semaine, la Créche de Dakar recevait 
cing nourrissons atteints de tétanos d’origine ombilicale (2). A 
la méme époque cette forme de tétanos était relatée comme 
n’étant pas rare dans |’Inde francaise (3). 

Polidori (4), signalait tout derniérement la mortalité consi- 
dérable entrainée en Indochine par le tétanos d’origine ombi- 
licale: 250 & 300 décés par an, & Hanoi seulement, etc.. etc... 


4. Calmette, frappé de importance de cette mortalité, avait, dés l’avénement 
de la sérothérapie, proposé d’utiliser dans la prophylaxie du tétanos d’ori- 
gine ombilicale soit l’injection de sérum antitétanique, soit l'application 
locale de ce méme sérum desséché. 

2. et 3. Voir Nocve et Anam, La mortinatalité et la mortalité infantile dans 
les Colonies frangaises. Congrés de la Santé publique et de la Prévoyance 
sociale, Marseille, 1922. 


4. Pottpori. Société médico-chirurgicale de l' Indochine, Hanoi, 22 juillet 1926. 
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Au tétanos du nouveau-né s’ajoule souvent dans ces mémes 
régions le tétanos obstétrical des méres. 

Ces formes de tétanos si fréquentes parmi les populations de 
nos colonies, nous les retrouvons chez les animaux domes- 
tiques, non seulement dans ces pays, mais aussi en France. Le 
tétanos d’origine ombilicale, par exemple, atteint assez fré- 
quemment les poulains et les agneaux : parfois de véritables 
enzooties sévissent dans les élevages et l’on peut se rendre 
compte des dommages causés lorsqu’il s’agit d’un élevage de 
chevaux de course par exemple. 

De plus, & la suite de la parturition, peut apparaitre chez la 
jument, et aussi parfois chez la vache le tétanos puerpéral. 

On concoit daprés tout ceci lintérét pratique qu'il y aurait 
4 pouvoir protéger contre le tétanos et la mére et le nouveau- 
né et cela aussi bien dans l’espéce humaine — chez les indi- 
genes de certaines de nos colonies en particulier — que chez les 
animaux domestiques. | 


I. — Recherches chez l'animal d’expériences. 


TRANSMISSION DE L’IMMUNITE ANTITETANIQUE ACQUISE 
DE LA MERE AU FGTUS. 


Trois lapines recoivent & deux reprises au cours de la gesta- 
tion (1), & savoir le lendemain de la fécondation et dix-huit 
jours plus tard, une injection sous-cutanée de 1 cent. cube 
d’anatoxine tétanique dont le pouvoir antigéme dosé par la 
méthode de floculation est égal 4 2 unités anatoxiques. 

Le jour de la mise bas, on pratique une saignée chez chacune 
de ces lapines; en méme temps on sacrifie, pour recueillir leur 
sang, deux petits de chaque portée. On procéde ensuite a la 
recherche et au dosage de l’antitoxine tétanique dans chacun 
des sérums obtenus dans ces conditions. 


4. Chez le lapin une seule injection d’anatoxine suffit pour faire apparaitre 


-en quinze jours une quantité notable d’antitoxine. L’immunité obtenue faci- 


lement, dans’ ces: conditions, grace A l’anatoxine, a son innocuité et a son 
pouvoir antigéne élevé, est bien supérieure & celle qu il était possible de 
réaliser autrefois non sans difficultés et sans accidents avec des antigenes 


pas toujours inoffensifs, de valeur plus ou moins incertaine. 
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On aboulit aux constatations suivantes : 


Lapixe n° 1. — Le sérum de la mére et celui des petits pos- 
sédent un pouvoir antitoxique équivalent : 1 cent. cube de 
chacun de ces sérums neutralise une quantité de toxine corres- 
pondant & 2.000 doses mortelles pour le cobaye. 


Laeine n° 2. — Mémes résultats que ceux obtenus chez la 
lapine n° 1 et ses petits. 


Lavine n° 3. — On observe une différence entre le pouvoir 
antitoxique des sérums de la mére et des petits: le sérum de la 
mére neutralise au centimétre cube 500 doses mortelles alors 
que celui des petits ne neutralise que 200 doses mortelles. 


Une quatriéme lapine a regu, trois mois avant sa fécondation, 
deux injections d’anatoxine. Au moment de la mise bas, 1 cent. 
cube du sérum de cette lapine est capable de neutraliser 
300 doses mortelles, le sérum des petits neutralise lui aussi la 
méme quantité de toxine tétanique. 

Ajoutons que le lait des lapines ainsi immunisées contient, 
quoique en moindres proportions que le sérum, de l’antitoxine 
tétanique. Il ne confére cependant pas limmunité aux petils 
qui sont nés de mére non vaccinée par l’anatoxine, et que l’on 
fait allaiter par une lapine immunisée. Ceci est en contra- 
diction avec les résultats obtenus autrefois par Ehrlich chez la 
souris, mais confirme par contre les faits si bien établis par 
Vaillard dans sa magistrale étude sur l’hérédité de immunilé 
acquise (1). 

Des expériences, effectuées chez la femelle du cobaye, con- 
duisent a des résultats semblables 4 ceux que nous venons de 
mettre en évidence chez la lapine. 

Deux femelles de cobaye regoivent au cours de leur gestation 
trois injections d’anatoxine télanique, les deux premiéres injec- 
tion sont faites & vingt jours d’intervalle, la troisitme dix jours 
aprés la seconde. Le sérum de l’une de ces femelles, le jour de 
la mise bas, se montre capable de neutraliser au centimetre 


1. Vatttarp. Ces Anrales, 10, 1898, p. 65. 
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cube 1.000 doses mortelles de toxine, il en est de méme du 
sérum des pelits sacrifiés le jour de la naissance. Le sérum de 
la seconde femelle neutralise 100 doses mortelles, celui des 
petits un peu moins, soit 50 doses mortelles. 

Ainst Vimmunilé spécifique que la femelle en gestation acquiert 
sous Linfluence des injections d’anatoxine tétanique se transmet 
a@ ses petits. Le jour de la natssance, le sang des nouveau-nés 


- contient de Tantitoxine tétanique en quantité ou équivalente ou 


légérement inférieure a celui de la mére. 


NATURE DE L'IMMUNITE TRANSMISE PAR LA MERE AU FCTUS. 


L'immunité que possédent les petits nés d’une femelle, par 
exemple d’une lapine, vaccinée par l’anatoxine, est-elle une 
immunité active que se prépare le foetus lui-méme aux dépens 
de l’analoxine injectée 4 la mére ou bien est-elle une immunité 
passive, le foetus ne faisant que recevoir |’antitoxine préparée 
par l’organisme maternel? 

Pour répondre & cette question, cherchons & pénétrer les 
caractéres de l’immunité des petits nouvellement nés d’une 
lapine vaccinée par |’anatoxine. 

Tout d’abord, étudions comparativement, quant & leur durée 
respective, ’immunité de la mére vaccinée et celle de ses petits. 

Nous constatons que chez la mére, le taux de l’antitoxine 
qui représente la valeur de l’immunité augmente durant les 
premiers jours qui suivent la mise bas puis reste stationnaire 
pendant. quelques semaines et enfin diminue fort lentement 
par Ja suite; ainsi, par exemple, une lapine qui a recu au cours 
de sa gestation deux injections d’anatoxine et dont 1 centi- 
cube du sérum prélevé le jour de la mise bas neutralise 
1.000 doses mortelles (pour le cobaye) de toxine, a encore, 
six mois aprés, une immunité telle que son sérum neutralise, 
au centimétre cube, plusieurs cenlaines de doses mortelles. 

Chez les petits, limmunilé commence 4a baisser immédia- 
tement aprés Ja naissance, elle accélére ensuite sa chute si bien 


- qu'elle a totalement disparu aprés deux mois: ainsi le sérum 


d'un petit lapin né de la mére précédente neutralisait le jour 


- dela naissance environ 1.000 doses mortelles (comme le sérum 
» dela-mére); au bout de deux mois, un nouveau prélévement de 


57 
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sang étant effectué, on constate que le sérum ne contient plus 
de traces appréciables d’antitoxine. Si, d’ailleurs, 8 ce moment 
on injecte & ce jeune lapin la quantité de toxine tétanique 
représentant une dose mortelle, il succombe, alors que la mére 
au méme moment résiste a des centaines et méme a des milliers 
de doses mortelles. 

Ainsi l’immunité de la mére qui est une immunité active se 
montre beaucoup plus persistante que l'immunilté des petits. - 
Celle-ci par son instabilité se rapproche de l'immunité passive, 
avec cette différence que l’immunité passive ordinaire, procurée 
& un animal par un sérum provenant d'un autre animal d’espéce 
différente, a une durée plus courte encore puisqu’elle n’excéde 
pas dix a douze jours (1). 

Ces premiéres constatations confirment sur ce point ce que 
les travaux d’Ehrlich et surtout ceux de Vaillard avaient déja 
montré autrefois. 

Mais nous avons & notre disposition d’autres moyens per- 
mettant de pénétrer la nature de | immunité transmise par la 
mére au foetus. 

En effet lun de-nous, en collaboration avec Zeeller (2), a 
établi qu’un organisme qui a déja subi le contact direct d’un 
antigene tel que l’anatoxine tétanique acquiert de ce fait une 
aptitude remarquable 4 répondre a une nouvelle sollicitation 
de la part de cet antigéne, par une augmentation rapide et 
souvent considérable de son immunité. Cette aptitude dénommée 
« réactivité acquise » que les anatoxines ont permis de bien 
mettre en évidence est le propre de limmunité active, elle fait 
entiérement défaut lorsqu’il s'agit d’immunilé passive. 

Quelques jours aprés la mise bas, injectons & une lapine 
vaccinée au cours de la gestation une nouvelle dose d’anatoxine 
tétanique (2 cent. cubes). Moins de huit jours aprés cette injec- 
tion, le sérum de cetle lapine qui neutralisait auparavant 


(1) On peut avoir en somme plusieurs variétés d’immunité passive : celle 
procurée 4 un animal par le sérum d’un autre animal d’espéce différente 
dont la durée ne dépasse pas dix 4 douze jours; celle apportée a un animal 
par le sérum d'un animal de méme espéce et dont la durée peut se prolonger 
jusqu’a vingt jours et enfin celle que nous avons constatée ici et dont la 
persistance atteint six semaines 4 deux mois. L’organisme se débarrasse 
plus vite de l’antitoxine lorsque celte antitoxine est véhiculée par un sérum 
hétérologue comme dans le premier cas. 

(2) Voir & ce propos, ces Annales, méme numéro. 
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600 doses mortelles se montre capable de neutraliser plusieurs 
milliers de doses mortelles... A un petit né de cette méme 
lapine et dont limmunité, qui lui a été transmise par la mére, 
a commencé & baisser, injectons aussi une dose d’anatoxine 
(2 cent. cubes). Nous ne constaterons dans les jours suivants 
aucune augmentation du pouvoir antitoxique du sérum de ce 
petit lapin; au bout d’une dizaine de jours, pas avant, l’injec- 
tion d’anatoxine entraine bien la production d’une petite quau- 
tité d’antitoxine, mais celle-ci reste en réalité inappréciable, car 
elle ne réussil pas & compenser la perte de l'antitoxine léguée 
par la mére. Il y a donc Ja une preuve nouvelle de Vorigine 
passive de l'immunité du petit lapin. 

Enfin, d'autres recherches exposées avec quelques détails 
dans ce méme numéro des Annales nous ont montré que le 
placenta se laisse facilement traverser par les antitoxines 
(préparées par la mére grace a la vaccination, ou acquises par 
elle au moyen d’une injection de sérum antitoxique) alors 
qu’il demeure infranchissable aux antigénes [anatoxines ou 
toxines| (4). 

Des essais de méme ordre que ceux que nous venons de 
relater ont été effectués chez le cobaye, ils conduisent a des 
résultats analogues. 

De tout ceci wl résulte done que chez lanimal d'expériences 
limmunité transmise par la mére a ses descendants est une 
immunité passive, dont la durée se prolonge, fait heureux pour 
certaines applications pratiques, jusqua deux mois aprés la 
MAISSANCE . 


]MMUNISATION ACTIVE AU LAPIN NOUVEAU-NE 
PAR L ANATOXINE TETANIQUE. 


L’immunité active, qui ne peut étre procurée aux petils 
lapins au cours de la vie foetale, peut-elle leur étre conférée 
a leur naissance, en les soumettant, par exemple, & des injections 
d’anatoxine tétanique? 

Deux petits lapins, de la méme portée, recoivent le lende- 


(1) Ce n’est done pas parce que les cellules du foetus sont inaptes a la 


; ‘production de I’antitoxine que ce foetus ne s'immunise pas, mais bien plutot 
. +. parce que l'antigéne, ici l’anatoxine, ne pénétre pas jusqu’a lui. 
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main de leur naissance une injection sous-cutanée de 0 c.c. 
d’anatoxine tétanique. I] sont saignés vingt jours aprés cette 
premiére vaccination : 1 cent. cube de leur sérum neutralise 
une quantité de toxine tétanique représentant deux doses mor- 
telles pour le cobaye. A ce moment on fait & chacun d’eux une 
seconde injection de 1 cent. cube d’anatoxine. Huit jours apres 
cette derniére injection, l'immunité des deux petits lapins a 
considérablement augmenté: 1 cent. cube du sérum du premier 
neutralise 50 doses mortelles, tandis qu’un centicube du sérum 
du second neutralise 200 doses mortelles. 

Un lapin adulte vacciné dans des conditions analogues pré- 
senterait une immunité telle que 1 cent. cube de son sérum 
neutraliserait pour le moins 500 doses mortelles. 

A occasion d'autres essais (1) on a fait ingérer & des lapins 
nouyeau-nés de l’anatoxine tétanique, cela & deux reprises 
séparées par un intervalle de trois semaines, et chaque fois 
pendant plusieurs jours consécutifs. On a pu constater qu’a la 
suite des ingestions, ces pelils animaux avaient acquis une 
immunité antitoxique active, moindre loutefois que celle résul- 
tant de l’injection d’anatoxine sous Ja peau. 

Ainst le trés jeune lapin peut donc simmuniser activement 
soit par injection, soit par ingestion danatoxine tétanique. 
Limmunité obtenue par injection sous-cutanée danatoxine est 
bien supérieure a celle réalisée par la vote digestive surtout si 
l'on tient compte des plus grandes quantités d’anatoxine utilisées 
en mettant en ceuvre cette derniére voie. 

Avant de terminer ce chapitre, faisons remarquer la valeur 
différente de l'immunité chez les petits lapins nés de la méme 
mére et vaccinés dans les mémes conditions a |’aide de la méme 
anatoxine. Dés la naissance les organismes sont différenciés 
quant a leur capacité productrice d antitoxine. 


Essats D’IMMUNISATION DES ANIMAUX PAR L’ANATOXINE pei 
ASSOCIEE A DES AGENTS CHIMIOTHERAPIQUES. 


L’un de nous a montré que l’on peut augmenter la valeur de 
Vimmunité par l’anatoxine déyeloppée chez l’animal, si lon 


(1) Voir G. Ramon et E. Grasset. Ces Annales, méme numéro. 


w 
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injecte cette anatoxine en mélange avec certaines substances 
telles que le tapioca. Sur le méme principe a été basée, chez 
"homme, la méthode des « vaccinations associées » (1).qui 
utilise, par exemple, le mélange d’anatoxine tétanique et de 
vaccin microbien. Cette méthode comporte un double avan- 
tage : elle réalise une immunité bivalente ou méme pluri- 
valente en une seule série d’opérations; elle assure une immu- 
nité meilleure, tout au moins en ce qui concerne l’immunité 
antitétanique. 

Nous nous sommes préoccupé de rechercher si, dans le 
méme ordre d‘idées, il ne serait pas possible d’associer la vacci- 
nation par l’anatoxine tétanique et certaines thérapeutiques 
chimiothérapiques. 

Nous avons choisi, pour nos essais, le mélange d’anatoxine 
télanique et de tryparsamide ou d’atoxyl, ces deux derniéres 
substances étant surtout utilisées dans le traitement de diverses 
maladies de l’homme et des animaux dans des régions ou sévit 
précisément avec intensité la toxi-infection tétanique. 

Cing chevaux regoivent sous la peau deux injections d’un 
mélange ainsi composé: 10 cent. cubes d'anatoxine tétanique 
+3 grammes de tryparsamide; les deux injections sont faites 
a un mois d’intervalle. 

Deux chevaux recoivent au lieu du mélange anatoxine-téta- 
nigue — tryparsamide, un mélange d’anatoxine et de trypoxyl 
(10 cent. cubes anatoxine + 5 grammes de trypoxy]l). 

Aucun de ces animaux n’a présenté de troubles apparents a 
la suite de ces injections; nous avons seulement noté au point 
d’injection un léger cedéme local qui a disparu en moins de 
quarante-huit heures (2). 

En méme temps un certain nombre de chevaux devant servir 
de témoins sont traités les uns avec de l’anatoxine tétanique 
seule, les autres avec de l’anatoxine additionnée de tapioca. 

Des dosages de l’antitoxine spécifique effectués dix jours 
aprés la deuxiéme injection ont fourni les résultats suivants : 

4 cent. cube du sérum des chevaux injectés avec l’anatoxine 


(1) Voir en particulier Ramon et Zog.ter. Ces Annales, méme numéro. 
_(2) Le mélange pourrait étre injecté dans les muscles, mais non dans les 
veines; en effet l'immunité antitoxique est toujours moins bonne a la suite 


'- de V’introduction de l’antigéne par voie veineuse. 
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seule neutralise en moyenne de 5 & 20 doses mortelles (pour 
le cobaye) de toxine tétanique. 

{ cent. cube du sérum des chevaux injectés avec le mélange 
anatoxine + tryparsamide ou avec le mélange anatoxine + try- 
poxyl neutralise de 50 4 200 doses mortelles en moyenne. 

1 cent. cube dusérum des chevaux qui ont recu |’anatoxine 
au tapioca neutralise de 100 & 500 doses mortelles. 

Si l’on en juge d’aprés ces résultats, non seulement l’ addition 
a l'anatoxine de produits tels que la tryparsamide ou le try- 
poxryl (1) ne nwt pas a Timmunité antitétanique, mars au 
contraire semble la favoriser & un degré moindre toutefors que 
laddition de tapioca. 


ll. — Essais dans lespéce humaine. 


Les résultats expérimentaux acquis chez l’animal et que 
nous venons de faire connaitre, les renseignements recueillis 
chez (homme adulte par Zeller et l'un de nous (2) devaient 
nous fournir des indications précieuses pour des essais d’immu- 
nisation antitétanique chez la femme enceinte et chez enfant 
nouveau-né (3). 


IMMUNITE ACQUISE PAR LA MERE ET TRANSMISE AU NOUVEAU-NE. 


Disons-le tout de suite, l’anatoxine télanique s’est montrée 
inoffensive chez la femme enceinte; injectée & différents stades 
de la grossesse elle n'a pas provoqué la plus petite réaction et 
n’a donné lieu & aucun incident digne d’étre noté. 

Chez la femme, comme chez ’homme, une premiére injec- 
tion d’anatoxine tétanique ne détermine qu’une immunité & 
peine décelable, méme au bout de plusieurs semaines. | 

C'est sous Yinfluence de la seconde injection que l’immunité 

(1) Nous n’avons utilisé avec intention que de faibles doses de ces pro- 


duits; des doses plus fortes auraient probablement conduit a des résultats 
encore meilleurs. 


(2) Voir ces Annales, méme numéro. ; 

(3) Nous tenons 4 remercier ici le Dt Brindeau qui a bien voulu nous 
ouvrir largement et sans réserves son service de la Clinique Tarnier; sans 
lui nous n’aurions pu mener a bien ce travail. 
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commence vraiment & se développer, mais c’est surtout aprés 
la troisiéme qu’elle atteint une valeur suffisante au point de 
vue pratique. 

Ainsi deux injections d’anatoxine tétanique ‘ayant par 
exemple un pouvoir antigéne correspondant & deux unités anti- 
géniques) de 1 cent. cube chaeune pratiquées 4 un mois d’inter- 
valle — au huitiéme mois de la grossesse — et suivies d’une 
troisiéme injection faite huit jours aprés la seconde, développent 
une immunité telle que 1 cent. cube du sérum des femmes 
ainsi traitées neutralise en moyenne de 300 & 1.000 doses 
mortelles (pour le cobaye) de toxine tétanique. Nous retom- 
bons ici dans les mémes chiffres obtenus, chez |’ homme, par 
Zeller et ’un de nous. 

Le nouveau-né & qui une femme immunisée dans les condi- 
tions ci-dessus indiquées donne le jour (1) a, lui aussi, une 
bonne immunité quoique sensiblement moindre que celle de 
la mére; en général 1 cent. cube du sérum (sang du cordon) des 
nouveau-nés neutralise de 100 4 300 doses mortelles. 

Voici & tilre d’exemple le protocole d’immunisation suivi et 
les résultats obtenus chez deux des femmes vaccinées et leur 
nouveau-né : 

Femme C..., premiére injection d'anatoxine tétanique (1 cent. 
cube) le 4 juin 1926; deuxiéme injection d’anatoxine tétanique 
(1 c. ¢. 5) le 5 juillet 1926; troisitme injection d’anatoxine 
‘tétanique (2 cent. cubes) le 13 juillet 1926. 

Accouchement le 27 juillet 1926. 

Ce jour-la 41 cent. cube du sérum de la mére neutralise 
800 doses mortelles et 1 cent. cube du sérum du nouveau-né 
neutralise 200 doses mortelles. 

Femme B..., injections aux mémes dates que la précédente. 

Accouchement le 4° aot 1926. 

Ce jour-li 1 cent. cube du sérum de la mére neutralise 
600 doses mortelles et 1 cent. cube du sérum du nouveau-né 
neutralise 200 doses mortelles. 

Dimmunité que lon constate chez le nouveau-né est ict, 
comme chez l’animal dexpériences, une immunité passive due 


; (4) Ces nouveau-nés, 4 qui les femmes vaccinées ont donné naissance, 
étaient parfaitement constitués, leur développement a été par la suite tout a 
fait normal. i 
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au passage de l'antitoxine maternelle a travers le placenta. 

La recherche et le dosage de l’antiloxine tétanique dans le 
sang des nourrissons, effectués & intervalles déterminés au 
cours des premiéres semaines de la vie, nous ont montré que 
cette immunité passive se prolonge pendant deux mois environ. 


IMMUNISATION ACTIVE DU NOURRISSON PAR L’ ANATOXINE TETANIQUE. 


Les injections d’anatoxine sont fort bien supportées par le 
nouveau-né et le nourrisson. Elles n’entrainent chez eux ni 
réaclion locale, ni réaction générale. 

Injectons & un nouveau-né, quelques jours aprés la nais- 
sance, 0 c. c. 5 d’anatoxine tétanique, puis trois semaines ou 
mieux un mois aprés, effectuons une nouvelle injection, cette 
fois de 1 cent. cube; dix jours aprés cette seconde injection, 
4 cent. cube du sérum du nourrisson neutralise une faible 
quantité de toxine tétanique, celle qui correspond a deux doses 
mortelles pour le cobaye. 

Ajoutons ici qu’en faisant ingérer 4 de jeunes enfants de 
lanatoxine diphtérique, l'un de nous, avec la collaboration de 
A. Lafaille, n’a pu réussir & leur conférer l'immunité spécifique ; 
de méme des essais d'immunisation par ingestion d’anatoxine 
tétanique ont été négatifs chez l’adulte (avec Zeller). 

Ainsi de nourrisson, soumis a des injections d’analorine 
tétanique, est bien capable de se préparer une immunité active 
spécifique (1), mais celte immunité est de plus faible valeur que 
celle réalisée chez Vadulte par des quantités proportionnellement 
moindres d’anatoxine. 


LA PROTECTION DE LA MERE ET DU NOUVEAU-NE 
VIS-A-VIS DES FORMES SPECIALES DU TETANOS QUI LES MENACE. 


Les données expérimentales que nous avons recueillies ici; 
les résultats des essais que nous avons nous-mémes pratiqués 


(1) Ribadeau-Dumas et ses collaborateurs n’avaient pu conférer au nour- 
risson une immunité antidiphtérique appréciable par les injections d’ana- 
toxine diphtérique seule. [Is y sont cependant parvenus en utilisant des 
mélanges d’anatoxine diphtérique etde propidon (Soc. médicale des Hépitaux, 
46 juillet 1926) dans des conditions analogues 4 celles réalisées dans les vacci- 
nations associées. 
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ou que l’un de nous a effectués en collaboration, soit avec 
Chr. Zoeller, soit avec Descombey, peuvent servir & établir une 
méthode de prophylaxie du tétanos chez la mére et chez le 
nouveau-né, dans l’espéce humaine comme chez certains de nos 
animaux domestiques. 


1° Dans L’EspRcE HUMAINE. — L’immunité spécifique pourra 
étre conférée & la fois & Ja mére et au nouveau-né en opérant 
dela facon suivante : 

Faire au cours de la grossesse une premiére injection de 
1 cent. cube d’anatoxine tétanique; un mois aprés celle-ci faire 
une seconde injection de la méme dose qui sera suivie au bout 
d'une dizaine de jours, d’une troisiéme injection de 2 cent. cubes 
d’anatoxine (1). 

L’immunité active acquise par la mére meltra celle-ci au 
moment de son accouchement & l’abri du tétanos obstétrical et 
par la suite la protégera pendant de longs mois contre les 
autres formes de tétanos. Cette immunité, lorsqu’elle aura 
baissé au bout d’un an ou de deux ans, pourra étre réactivée et 
augmentée considérablement en pratiquant, & l’occasion par 
exemple d’une nouvelle grossesse, une injection unique d’ana- 
toxine de 2 cent. cubes, injection dite de rappel (2). 

Liimmunité passive que la mére, vaccinée par l’anatoxine 
tétanique, transmet au nouveau-né, se prolongeant au dela 
d’un mois, cette durée parait bien suffisante pour éviter au 
nouveau-né le tétanos d’origine ombilicale (3). 

Liimmunité active que l’anatoxine peut déterminer chez le 
nouveau-né étant relativement faible, il vaut mieux n’effectuer 
la vaccination qu’a partir d’un certain age : dix-huit mois ou 
deux ans, par exemple. Qn opérera chez le jeune enfant comme 
chez l'adulte. 

On pourra utiliser aussi bien chez la femme que chez l'enfant 
le procédé des vaccinations associées. De plus, la possibilité de 


(1) Il va sans dire que ce procédé de vaccination étant mis en ceuvre avant 
la conception, méme quelques mois auparavant l’immunité sera encore suffi- 


-sante au moment de l’accouchement. Quelques semaines avant celuici, on 


pourrait d’ailleurs, effectuer une injection de rappel. 
(2) Voir A ce propos Ramon et Zortter. Ces Annales, méme numéro. 
(3) Poriwort (Joc. cif.) signale, comme délai maximum d’apparition du tétanos 


-- ombilical, trois semaines. 
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mélanger |’anatoxine tétanique et certains agents chimiothéra- 
piques peut dans certains cas faciliter la vaccination par l’ana- 
toxine. 

Quel est, au point de vue.qui nous intéresse spécialement ici, 
le champ d'action de cette méthode? Les renseignements 
apportés au début de ce mémoire nous permettent de répondre 
acette question. 

Dans nos pays d’Europe, en France par exemple, le tétanos 
obstétrical étant trés rare (1), et le tétanos d’origine ombilicale 
n’étant presque plus jamais observé, il n’y a pas lieu de recourir 
& la vaccination par l’anatoxine chez la femme enceinte. Par 
contre, cette vaccinalion pourra et méme devra, comme |’un de 
nous |’a montré avec Zeeller, étre utilisée chez les enfants, dans 
certains milieux & tétanos tout au moins. 

Mais c’est surtout dans certaines contrées de l’Asie et de 
l'Afrique, en particulier dans les colonies frangaises de 
l Afrique occidentale, de Indochine gue la méthode de 
vaccination par l’anatoxine pourra étre mise en ceuvre pour 
préyenir le tétanos, d’origine obstétricale ou ombilicale, et plus 
généralement toutes les formes de la toxi-infection tétanique 
si fréquente dans ces régions. 


2° CHEZ LES ANIMAUX DOMESTIQUES. — Deux injections, de 
10 cent. cubes chacune, d’anatoxine tétanique additionnée de 
tapioca, effectuées & un mois dintervalle conférent au cheval 
une immunité telle que 1 cent. cube du sérum de cet animal 
neutralise une centaine et méme plusieurs centaines de doses 
mortelles de toxine tétanique. Or, comme l'a montré 
Descombey (2), il suffit qa’un centicube du sérum d’un cheval 
vacciné par l’anatoxine neutralise une dose mortelle de toxine 
tétanique pour que ce cheval soit capable de résister aux 
atteintes du germe de Nicolaier. Donc, dans le cas spécial qui 
nous occupe, deux injections d’anatoxine effectuées comme il 
vient d’étre dit chez les juments, avant ou au cours de leur 


(1) Sans doute, il existe encore des cas de tétanos aprés avortement crimi- 
nel, mais contre ceux-ci qu’on ne peut guére prévoir d’avance, la méthode 
d'immunisation active ne peut rien. Ici, comme le pense Auvray (Bull. de 
P Acad. de Médecine, 95, 1926, p. 58), il est indiqué de pratiquer des injections 
préventives de sérum antitétanique. 

(2) P. Descompry. Ces Annales, 1925, p. 485. 
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gestation, permettent de placer celles-ci & l’abri du tétanos 
puerpéral et en méme temps de prévenir chez leurs rejetons 
Péclosion de la toxi-infection tétanique d’origine ombilicale. 

On suivra les mémes directives pour l’immunisation d’autres 
femelles domestiques et de leurs petits : brebis et agneaux par 
exemple. . 

Il ya lieu d’attendre que les jeunes animaux soient Agés de 
plusieurs mois pour pratiquer chez eux la vaccination directe 
par Vanatoxine. 

Ici encore, on pourra utiliser avec avantages les vaccinations 
associées ou bien le procédé du mélange d’anatoxine et d’un 
agent chimiolhérapique. 

Quelles sont done chez nos animaux domestiques les indica- 
lions de la vaccination par l’anatoxine tétanique, en ce qui 
concerne le but que nous poursuivons ici ? 

Cette vaccination devra évidemment s’adresser & toutes les 
femelles susceptibles de contracter le tétanos puerpéral ou dont 


_ les petits, & la naissance ou peu aprés, peuvent s’infecter par la 


plaie ombilicale, en particulier 4 toutes les femelles vivant 
dans les endroits & tétanos, dans les milieux ou régions ou le 
tétanos sévit a 1’état endémique. 


Ainsi, la vaccination par lanatoxine tétanique, rendue plus 
pratique encore dans sa mise en @uvre grace a l'emploi de cer- 
tains artifices {vaccination associée, mélange d anatoxine et de 
tapioca ou danatoxine et d'un agent chimiothérapique) semble 
done pouvoir rendre des services dans la prophylaxie du létanos 
des méres et surtout des nouveau-nés, aussi bien chez certaines 
populations d’Asie ou d'Afrique que chez quelques-unes de nos 
espéces animales. 


CONTRIBUTION 
A ETUDE DU PASSAGE DES ANTIGENES 
ET DES ANTICORPS A TRAVERS LE PLACENTA 


par L. NATTAN-LARRIER, G. RAMON et E. GRASSET. 


(PREMIER MEMOIRE) 


Recherches sur le passage des toxines, des anatoxines 
et des antitoxines a travers le placenta. 


En pratiquant chez la femelle en gestation, la lapine par 
exemple, deux injections d’anatoxine tétanique, a trois semaines 
dintervalle, on constate que les petits qui naissent de cette 
lapine possédent une immunité spécifique trés prononcée sen- 
siblement équivalente a celle de leur mére (1). 

Dans le but de se renseigner exactement sur la nature de 
cette immunité acquise par les petits lapins sous |’influence 
des injections d’anatoxine faites & la mere, nous avons entrepris 
un certain nombre de recherches sur le passage des anatoxines. 
ou des toxines et des antitoxines a travers le placenta. 

En dehors de leur intérét spécial les recherches de ce genre 
peuvent offrir un intérét plus général; elles peuvent en effet 
apporter leur contribution a l'étude de l’hérédité de ’immunité, 
a celle, aussi, de Phérédité des infections ou toxi-infections. Les 
anatoxines qui développent si aisément l’immunité, les toxines 
que l’on peut si commodément caractériser, les antitoxines qui 
sont, elles aussi, trés faciles & mettre en évidence et & doser avec 
précision fournissent & cet égard de trés bons moyens d’étude 
et de recherches. 


(1) Voir Narran-Larrigr, G. Ramon et E. Grasset. Ces Annales, méme 
numéro. 
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LES ANATOXINES ET LES TOXINES 
PASSENT-ELLES A TRAVERS LE PLACENTA ? 


Injectons dans les veines d'une lapine pleine, quarante-huit 
heures avant la mise bas, 30 cent. cubes d'anatoxine tétanique. 
Les petits issus de cette lapine ne présentent, méme trois 
semaines aprés leur naissance, aucune trace d’anlitoxine téta- 
nique dans leur sérum sanguin: ils ne résistent pas non plus & 
injection d’une minime quantité de toxine tétanique. Ils n'ont 
done aucune immunité. La mére par contre est parfaitement 
bien immunisée dés le douziéme jour aprés l'injection, et son 
sérum posséde un pouvoir antitoxique élevé; ainsi, trois 
semaines apres l’injection, 1 cent. cube du sérum neutralise plus 
de 500 doses mortelles (pour le cobaye) de toxine. 

De cetle expérience et d'autres semblables aboutissant aux 
mémes résultats, on peut déduire ou bien que l'anatoxine n’a 
pas filtré & travers le placenta ou bien qu’ayant franchi ce der- 
nier et pénétré jusqu aux foetus, ceux-ci sont incapables, méme 
lorsque nouveau-nés ils auront pris leur vie propre, de se pré- 
parer une immunité aux dépens de |’anatoxine. La continuation 
des essais montre que c’est la premiére déduction qui est la 
bonne. 

En effet, au lieu danatoxine, ulilisons l’antigene sous sa 
forme toxique. 

Le matin méme du jour ow une lJapine arrive & terme, injec- 
tons-lui dans les veines 1 cent. cube de toxine tétanique, soit 
600 doses mortelles; dans le courant de la journée, pratiquons 
des prises successives de sang, par exemple, deux heures, 
cing heures et huit heures aprés l'injection. Le dernier préléve- 
ment effectué, on extrait par opération césarienne six foetus 
bien vivants. Deux d’entre eux sont immédiatement saignés et 
leur sérum sanguin est injecté 4 des cobayes neufs de 300 gram- 
mes a la dose de 2 cent. cubes par animal : ces cobayes ne pré- 
sentent par la suite aucun accident tétanique et demeurent en 
bonne santé. Les quatre autres petits, allaités par une lapine 
‘normale, n’accusent aucun trouble morbide et se développent 
-normalement. 

_Ainsi, Jes foetus n’ont pas été touchés par la toxine létanique 
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que la mére a recue et qui, l’expérience le prouve, est restée 
en circulation dans ses veines; on peut, en effet, constaler la 
présence de la toxine tétanique dans le sang de la mére, pré- 
levé, comme il a été dit, deux heures, cing heures et huit 
heures aprés l’injection de toxine; par exemple, un cobaye 
injecté avec 1 cent. cube du sérum provenant du dernier prélé- 
vement meurt, en quarante-huit heures, d’intoxication téta- 
nique typique. 

Dans un deuxiéme essai effectué dans des conditions ana- 
logues au premier, mais sur une lapine pleine de trois semaines 
seulement, aucune trace de toxine ne put étre décelée dans le 
sang des foetus, tandis que l’injection de 0 c. c. 25 du sérum de 
la mére suffit pour provoquer des accidents tétaniques chez les 
cobayes et pour entrainer la mort de ces animaux en trois jours. 
Nous obtenons donc, ici, les mémes résultats que chez la lapine 
a terme. 

Adressons-nous maintenant a d'autres animaux d’expérience. 
Une femelle (1) de cobaye 4 terme regoit par injection intra- 
cardiaque 0c.c.25 de toxine tétanique représentant environ 
2.500 doses mortelles pour le cobaye. Huit heures aprés l’injec- 
tion on extrait par opération césarienne deux fetus; on 
recueille immédiatement leur sang ainsi que celui de la mére : 
1/100 de cent. cube du sérum sanguin de la mére injecté & un 
cobaye neuf améne sa mort en cing jours; linjection de 
4 cent. cubes du sérum des foetus ne détermine, chez le cobaye 
d’épreuve, que quelques symptémes d'un tétanos local non suivi 
de mort. 

Au contraire de ce que nous avons observé chez la lapine, il 
semble donc que la toxine tétanique puisse traverser, en quan- 
tité trés faible, le placenta de Ja femelle du cobaye. Pour nous 
assurer de l’exactitude de ce fait, nous avons repris l’expérience 
précédente en injectant, cette fois, sous la peau d’une femelle 
de cobaye pleine, une quantité considérable de toxine tétanique : 
10 cent. cubes représentant environ 100.000 doses mortelles. 
Dans ces conditions, on peut constater que le sang de la mere 
était toxique a la dose de 1/100 de cent. cube et que cette fois 


(1) Bien entendu, nous ne nous sommes pas bornés A expérimenter sur 
une femelle; nous donnons simplement ici une expérience type. 
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2 cent. cubes du sang des foetus tuaient le cobaye d’épreuve 
en trois jours. 

Ainsi, pour nous résumer, chez la lapine la toxine tétanique 
aux doses cependant énormes employées ici ne traversa pas le 
placenta; chez la femelle du cobaye avec des doses plus consi- 
dérables encore que chez la lapine une quantité extrémement 
minime de ioxine arrive a franchir le placenta et se retrouve 
chez le feetus. 


Des expériences analogues ont été poursuivies avec la toxine 
diphtérique. En voici, une, entre autres: une lapine pleine, 
devant mettre bas le surlendemain, recoit 4 huit heures du 
matin, en injection intraveineuse, 15 cent. cubes d’une toxine 
diphtérique tuant le cobaye 4 la dose de 1/400 de cent. cube; 
sept heures plus tard, on extrait les foetus que l’on saigne en 
méme temps que la mére. L’injection de 1/10 de cent. cube du 
sérum maternel fait périr le cobaye d’épreuve en deux jours, 
tandis que le sérum des fcetus injecté aux doses de 3 a 4 cent. 
cubes a des cobayes neufs ne détermine chez ces derniers aucun 
signe local ou général d’intoxication diphtérique. 

Dans d’autres expériences du méme genre poursuivies soit 
chez la lapine, soit chez la femelle du cobaye, nous n’avons pu, 
non plus, réussir & faire passer la toxine diphtérique de la mére 
aux foetus; chez aucun de ceux-ci nous '‘n’avons pu mettre en 
évidence la moindre trace de toxine diphtérique; ajoutons d’ail- 
leurs que jamais les capsules surrénales de ces foetus ne pré- 
sentérent les lésions caractéristiques que cause la toxine diph- 


{érique. 


De tout cect, tl résulte en particulier que, st dans [ expérience 
initiale de ce chapitre nous n’avons pu réussir a conferer Limmu- 
nité active au nouveau-né en injectant ala mére peu de temps 
avant la mise bas des doses considérables d’antigéne, c'est que 
cet antigéne sous sa forme anatoxique (ow toxique) ne traverse 
pas le placenta ou ne le traverse gwen quantité extrémement 
minime incapable de déclencher l'immunité. Dans ces conditions, 


' . Timmunité que présentent les nouveau-nés issus d'une femelle 
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vaccinée au cours de sa gestation, par deux injections d’ana- 
toxine, ne peut étre quune immunité passive, due au passage de 
Vantitoxine maternelle a travers le placenta. 11 nous reste donc 
& montrer qu’au contraire des antigénes, les anticorps, ici les 
antiloxines, franchissent le placenta. 


ScR LE PASSAGE DES ANTITOXINES A TRAVERS LE PLACENTA. 


Une lapine & lerme recoit, par injection intraveineuse, 
10 cent. cubes de sérum d’un lapin (vacciné au moyen de l’ana- 
toxine tétanique) dont 1 cent. cube neutralise 6.000 doses mor- 
telles de toxine tétanique. Elle met bas le lendemain. A ce 
moment on Jui fait une saignée d’épreuve et on saigne aussi 
deux de ses petits. En expérimentant avec ces différents sérums 
on constate qu'un centicube du sérum de la mére neutralise 
10 doses mortelles, 1 cent. cube du sérum des petits neutralise 
6 doses mortelles (pour le cobaye). Ceci nous montre déji que 
le placenta laisse passer l’antitoxine d’origine homologue. 

Une autre lapine également a terme est injectée, dans les 
veines, avec 3 cent. cubes d’un sérum antitétanique (de cheval) 
représentant environ 400 unités antitoxiques (U. S.). La mise 
pas seffectue normalement le lendemain. Quelques heures 
apres, on préléve le sang de la mére et l’on pratique !a saignée 
de l'un des petits (saignée totale). On recherche alors et l'on 
dose l’antitoxine dans le sang provenant de la mére et dans 
celui fourni par le petit: 1 cent. cube du sérum sanguin des 
petits neutralise 20 a 30 doses mortelles alors que 1 cent. cube 
du sérum materne! neutralise 40 4 50 doses. 

A une troisiéme lapine, on injecte dans les mémes conditions 
4 cent. cubes de sérum antidiphtérique (de cheval), soit 
2.000 unités d’Ehrlich: 1 cent. cube du sérum du sang de la 
mére, prélevé aussitét aprés la mise bas, neutralise 80 doses 
mortelles (pour le cobaye) de toxine diphtérique; 1 cent. cube 
du sang de lun des petits, recueilli au méme moment, neutra- 
lise 25 doses mortelles. 

Ainsi les antitoxines, qu’elles soient d'origine homologue 
ou hétérologue, traversent facilement le placenta. Ceci confirme 
et complete les résultats obtenus autrefois par Ehrlich et par 
Vaillard. 
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Il résulte de l'ensemble de ces recherches que des toxines et 
les anatoxines ne franchissent pas le placenta dans les condi- 
tions expérimentales qui s’éloignent le moins des conditions natu- 
relles. Ce n'est gwen utilisant des doses tout a fait anormales 
et considérables de toxine tétanique que nous avons réussi a en 
faire passer une quantité, relativement infime, de la mére au 
foetus et cela, d ailleurs, chez la femelle du cobaye seulement. 

Au contraire des antigénes, les anticorps, c’est-d-dire ict les 
antitoxinesméme hétérologues, ne sont pas arrétées par le placenta. 
Ainsi s'explique la nature passive de Vimmunité que les femelles 
vaccines par Vanatoxine télanique ou diphtérique transmettent 
a leurs nouveau-nés. 

D'autre part, ces expériences et leurs résultats montrent lu 
précision du réle de l'ectoderme placentaire qui, mis en présence 
de substances comme les anligénes et les anticorps, ne se laisse 
traverser que par certaines d'enire elles. Faut-il voir dans cette 
précision le seul effet d'une membrane se comportant comme un 
semple filtre qui laisseratt passer ou arréterait des corps de gros- 
seur moléculaire différente, ou bien doit-on accorder au placenta 
une fonction phystologique qui lui permet d’opérer une véri- 
table sélection? Ce sont la des points intéressants a élucider ; 
ils font objet de nouvelles recherches actuellement en cours. 

Quorguil en sort, Vimperméabilité du placenta pour des anti- 
genes non figurés, tels que les toxines et les anatoxines, semble 
encore plus remarquable lorsqwon se rappelle que certains virus 
pathogénes (visibles ou non) [1] peuvent pénétrer dans le tissu 
placentaire, et le franchir plus ou moins aisément. Ces farts 
tendent a prouver que les virus narrivent jusqu au foetus qua 
la faveur de conditions anormales et exceptionnelles. 


(4) Signalons & ce propos que l'un de nous a montré récemment que le 
placenta n’est jpas traversé par l’élément bactériophage. E. Grasset, C. KR. 
Soc. Biol. 96, 1927, p. 839. 


RECHERCHES SUR LE PASSAGE DES TOXINES, 
DES ANATOXINES ET DES ANTITOXINES 
A TRAVERS LES PAROIS DU TUBE DIGESTIF. 


DE L’IMMUNITE ANTITOXIQUE ACTIVE ET PASSIVE PAR 
VOIE DIGESTIVE CHEZ L’ANIMAL D’EXPERIENCES 


par G. RAMON et E. GRASSET. 


Les anatoxines permettent & lorganisme humain et animal 
d’acquérir facilement et sans risques une immunité antitoxigue 
active dont la valeur peut étre appréciée par I’ expérimentateur, 
avec une exactitude rigoureuse. D’autre part, grace aux anti- 
toxines que véhiculent les sérums antiloxiques, il est. possible 
de procurer & l’animal d’expériences comme a l'homme 
dailleurs, une immunité antitoxique passive qui, elle aussi, 
peut étre estimée trés exactement. Les anatoxines et les anti- 
toxines rendent done facile et précise l'étude de certains phé- 
noménes de l’immunité. Elles peuvent ainsi contribuer a dégager 
la véritable signification de ces phénoménes, a en discerner la 
portée théorique, & en mesurer le plus ou moins d'importance 
au point de vue pratique. 

Nous espérons le montrer ici & propos de ces recherches sur 
limmunité antitoxique active et passive par la voie digestive, 
que nous allons exposer maintenant. 


RECHERCHES SUR LIMMUNITE ANTITOXIQUE ACTIVE 
PAR LA VOIE DIGESTIVE (1). 


A trois petits lapins agés de quelques jours seulement 
faisons ingérer, a l'aide d’une pipette, 1 cent. cube d’une toxine 
tétanique tres active; cing heures aprés l’ingestion, saignons 
(a blanc) lun de ces petits animaux; on constate que son 


(1) Voir G. Ramon et E. Grasset. C. R. Soc. de Biol., 105, 1926, p. 1409. 


; 
: 
<- 
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sérum contient de la toxine tétanique; il est en effet capable de 
provoquer des accidents tétaniques chez le cobaye & qui on 
Vinjecte. D’ailleurs, les deux autres petits lapins meurent 
d’intoxication spécifique moins de trois jours aprés l’ingestion 
de toxine. 

A quatre lapins nouveau-nés(tous de la méme portée}, faisons 
ingérer, au lieu de toxine, de l’anatoxine tétanique & raison 
de 2 cent. cubes par jour et pendant trois jours consécutifs. Un 
prélévement de sang effectué douze jours aprés la derniére 
ingestion chez deux d’entre ces animaux nous montre qu'un 
centimétre cube de leur sérum neutralise deux doses mortelles 
(pour le cobaye) de toxine. 

Chez deux autres de ces petits lapins, on pratique, dans les 
mémes conditions, une seconde série d’ingestions quinze jours 
aprés la premiére. Trois semaines aprés, le sérum de l’un 
d’eux neutralise, au centimétre cube, 50 doses mortelles (pour 
le cobaye); celui de l'autre, 20 doses mortelles. De plus, ces 
petits animaux résistent fort bien ‘4 l'injection d’une dose de 
toxine représentant 100 doses mortelles. 

Par comparaison, des lapins nouveau-nés qui recoivent en 
injections sous-cutanées, et selon le rythme suivi pour les 
ingestions, les mémes_ quantités d’anatoxine {étanique, 
acquiérent dans le méme temps une immunité telle que leur 
sérum se montre capable de neutraliser, au centimétre cube, 
plusieurs centaines de doses mortelles. 

Les expériences effectuées dans des conditions analogues 
avec lanatoxine diphtérique conduisent & des résultats 
semblables. 

Il en est de méme des essais pratiqués avee les anatoxines 
tétanique et. diphtérique, chez les cobayes nouveau-nés. 

Tous ces essais nous montrent la perméabilité de Vintestin 
du jeune animal (1) soit aux toxines qui, passant dans la circu- 
lation, provoquent une intoxication massiwe, sott aux anatoximes 


- gut, elles, engendrent limmunité antitorique spécifique géné- 


rale et humorale. Cette immunité est cependant moins prononcée 


que st Panatoxine est injectée par vore sous-cutanée. 


(1) C’est cette perméabilité de lintestin du nouveau-né que Calmette et 


ses collaborateurs mettent si heureusement a profit dans la prévention de la 
» luberculose par le B. C. G. 
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Adressons-nous, non. plus au nouyeau-né, mais & l’adulte. 

Deux lapins adultes ingérent (par le moyen de la pipette), & 
deux reprises différentes séparées par un intervalle de trois 
semaines, 7 cent. cubes d’une toxine tétanique dont 1/500 de 
cent. cube, en injection sous-culanée, tue un lapin de 2 kilo- 
grammes en quatre jours. Malgré la dose énorme de poison 
ingérée, les animaux ne présentent aucun signe d’intoxication. 
Ce fait est d’ailleurs bien connu, depuis les travaux de H. Vin- 
cent en particulier. Mais nous pouvons faire une constatation 
plus imprévue et plus intéressante. En effet, douze jours aprés. 
la derniére ingestion, saignons les lapins traités comme il vient 
d’étre dit; nous nous rendons compte quiils possédent une 
immunité, assez faible sans doute, mais cependant trés nette : 
4 cent. cube de leur sérum est capable de neutraliser 2 doses. 
mortelles (pour le cobaye) de toxine tétanique. 

Que se passe-t-il done dans ce cas particulier? 

Chez le nouveau-né l’absorption, au niveau du tube digestif, 
est trés facile et tres rapide, mais chez l’adulte, la surface de 
lintestin est recouverte d’un mucus plus épais, qui ralentit 
Vabsorption. De plus, chez l’adulte, les sucs digestifs, les 
ferments microbiens de l’intestin sont plus abondants et vrai- 
semblablement plus actifs que chez le nouveau-né; ils vont 
agir en masse sur la toxine qui arrive dans l’estomac et 
Pintestin : avant son absorption, ils la rendent rapidement 
inoffensive et la transforment en un produit qui, momentané- 
ment, conserve des propriétés analogues a celle d’une anatoxine ; 
nous disons momentanément, car l’action des sucs digestifs se 
continuant, le produit anatoxique sera trés vite alléré dans sa 
qualité antigéne elle-méme(1). Finalement ce produit inoffensif, 
ayant conservé un pouvoir antigéne plus ou moins intact, sera 
absorbé en plus ou moins grande quantité ; il pourra, sans provo- 


(1) Des expériences inédites nous ont montré que les toxines diphtérique et 
tétanique soumises in vitro a Vaction des sucs digestifs ou a celle des fer- 
ments microbiens protéolytiques perdent trés vite leurs propriétés toxiques 
et sont également trés rapidement altérées dans leur pouvoir floculant et. 
par conséquent dans leur valeur antigéne. 
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quer d’intoxication, déterminer, par la suite, l’apparition d’une 
immunité qui, d’aprés ce que nous venons de dire, ne pourra 
étre que tres faible. 

Si, au lieu de toxine, nous donnons & ingérer de |’anatoxine 
tétanique & des lapins adultes, nous constatons que ces 
animaux acquiérent une immunité qui se montre sensiblement 
supérieure & celle des lapins qui avaient ingéré de la toxine, 
mais infintment moindre que celle obtenue en injectant l’ana- 
toxine sous la peau. Notablement plus résistante & certains 
agents que la toxine, l’anatoxine est cependant, elle aussi, plus 
ou moins altérée dans son pouvoir antigéne par les sucs 
digestifs ou les ferments microbiens ; de plus, son absorption au 
niveau de l’intestin n’est que partielle, d’ot le peu de valeur de 
Vimmunité antitoxique que l’ingestion d’anatoxine tétanique 
provoque chez le lapin (1) surtout si on la compare & l’immu- 
nité trés prononcée que cet animal se prépare lorsqu’on lui 
injecte la méme anatoxine sous la peau. 


Toujours chez le lapin adulte, faisons précéder l’ingestion 
d’anatoxine par ingestion, soit d’une petite quantité de bile de 
beeuf dont Besredka s’est si heureusement servi dans ses 
expériences sur l’immunilté dite « locale » par voie digestive, 
soit d'une dose minime d’huile de ricin ou d’aloés. 

Par exemple, a plusieurs lapins du poids de 2 kilogrammes 
qui, ajeun, ont absorbé un peu de bile liquide (2 43 cent. cubes), 
faisons ingérer 2 cent. cubes d’anatoxine tétanique. Ces 

- animaux présentent, par la suite, une immunité antitoxique 
__ spécifique qui est décelable, soit par le dosage de l’antitoxine du 
sérum sanguin, soit par l’épreuve directe a la toxine, vers le 
onziéme jour aprés l’ingestion d’anatoxine et pas avant. En 
effet si, huit ou neuf jours seulement aprés cette ingestion, on 
‘injecte & l’un de ces lapins une quantité de toxine correspon- 


(1). On pourra rapprocher ces résultats de ceux obtenus dans les cas trés 
spéciaux de JVimmunité antibotulinique (Weinberg) et antidysentérique 
(Glatow, Lesbre) par ingestion d’anatoxines spécifiques. Ces anatoxines, 
“comme Jes toxines d’ou elles dérivent, sont beaucoup plus résistantes que 
_V anatoxine tétanique aux sucs digestifs. 


Nee 
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dant & une dose mortelle, cet animal succombe en méme temps 
que le témoin (1). Au douzitme jour le sérum des lapins recéle 
des traces appréciables (par nos moyens) d’antitoxine spécifique. 
Au dix-huitiéme jour, 1 cent. cube du sérum de ces lapins 
neutralise 2 doses mortelles (pour le cobaye) ; & ce moment ces 
animaux résistent A une dose de toxine plusieurs fois mortelle 
pour un lapin neuf. 

Par comparaison, chez un lapin qui recoit sous la peau la 
méme quantité d’anatoxine tétanique que celle ingérée par les 
lapins précédents, limmunité apparait également vers le 
onziéme jour apres l’injection; au dix-huitiéme jour, elle est 
telle que 1 cent. cube du sérum de ce lapin neutralise au moins 
50 & 100 doses mortelles (pour le cobaye); cet animal résiste 
lui-méme & plus de 1.000 doses mortelles pour un lapin neuf. 

Effectuons des expériences de méme ordre chez le cobaye. 

Dix cobayes de 350 grammes, aprés avoir absorbé 1 cent. 
cube de bile, ingérent 2 cent. cubes d’anatoxine tétanique- 
Apres un mois, éprouvons-les avec de la toxine télanique 
(injectée sous la peau); sept d’entre eux résislent & 2 doses. 
mortelles, les autres succombent a cette épreuve. Par contre, 
des cobayes qui recoivent en injection sous-cutanée 2 cent. 
cubes de la méme anatoxine, supportent facilement, apres un 
mois, 1.000 doses mortelles et davantage. 

Si, aprés avoir fait absorber a des lapins ou a des cobayes un 
peu de bile ou d’huile de ricin, nous leur faisons ingérer, non 
plus de l’anatoxine, mais de la toxine Létanique, ce n’est pas 
Pimmunité qui apparaitra chez ces animaux, mais au contraire 
lintoxication tétanique (2). 

Par exemple, un lapin de 1.500 grammes, qui ingére d’abord 
2 cent. cubes d’huile de ricin, puis, trois heures aprés, 4 cent. 
cube de toxine tétanique, meurt en trois jours d’intoxication 
tétanique, aprés avoir présenté, quelques heures apres |’inges- 
tion, de la toxine en circulation dans le sang. 

Trois cobayes qui, daus les mémes conditions, ingerent 


{1) len est de méme si, au neuvieme jour, on fait ingérer a J’un des autres 
lapins un peu de toxine tétanique aprés lui avoir fait absorber quelques cen- 
timétres cubes de bile. 


(2) Dietrich a constaté le méme fait chez la souris qui ingére d’abord de 
la bile, puis de la toxine tétanique. 


A 
ta 
a“ 
ye 
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1 cent. cube de bile, puis 1 cent. cube de toxine tétanique, 
meurenten trente-six heures d’intoxication tétanique typique. 

Tous ces essais répétés avec l’anatoxine et la toxine diphté- 
riques, chez le lapin et le cobaye, aboutissent & des constata- 
tions semblables. 

Aisi chez animal d’expériences adulte, qui absorbe, avant 
Vantigene télanique ou diphiérique, un peu de bile ou d’huile 
de ricin, tout se passe comme chez le trés jeune animal auquel 
on fait ingérer Vantigéne seul : Uingestion d’anatoxine déter- 
mine apparition d'une immunité antitoxigue spécifique, non 
locale, mais générale et humorale, de méme nature, encore que 
bien moins prononcée, que limmunité due a Tinjection sous- 
cutanée de la méme anatoxine. L’ingestion de toxine aboutit a 
une intoxication générale rapidement mortelle. 

lia comparaison des résultats obtenus, tant chez le jeune 
animal que chez l’adulte et les constatations effectuées au cours 
des derniéres séries d’expériences que nous venons de relater 
permettent d’expliquer l’apparition, soit de limmunité anti- 
toxique, soit de intoxication chez les animaux qui ingérent 
Panatexine ou la toxine aprés absorption préalable de bile par 
exemple. 

Comme on peut le vérifier & l’autopsie d’animaux d’expé- 
riences ayant ingéré de la bile et sacrifiés par la suite & des 
intervalles de temps variables, la bile entraine, balaie le mucus 
qui, en couche épaisse, recouvre la face interne de l’intestin, 
et qui, normalement, retarde l’'absorption par la muqueuse 
intestinale; elle provogue méme parfois de véritables érosions, 
des desquamations au niveau de celte muqueuse. Il est facile 
de juger combien tout ceci peut rendre plus commode et plus 
rapide l’absorption intestinale de l’anatoxine ou de la toxine 
ingérée quelques heures aprés la bile. L’antigéne est ainsi 
soustrait plus ou moins vite et plus ou moins complétement a 
l’action nocive des sucs digestifs et des ferments microbiens. Il 
n’y a pas, a proprement parler, tout au moins dans le cas qui 
nous intéresse ici, de « sensibilisation » [Besredka] (41) de la 


_ paroi intestinale. Cette paroi n’est pas rendue plus spéciale- 


ment « sensible » aux toxines ou aux anatoxines diphtériques 


(4) BrseepKa. Voir en particulier ces Annales, 25, 1927 p. 489. 
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ou tétaniques qui la traversent en plus ou moins grande quan- 
tité sans s’y arréter, sans s’y fixer, puis passent dans la circula- 
tion (ot on peut les retrouver facilement), et dans l'économie 
de l’'animal, chez qui elles provoquent, ou bien !immunité anti- 
toxique générale, dans le cas des analoxines, ou bien l’intoxi- 
cation lorsqu’il s'agit de toxines. 

Sans doute, grace a la bile ingérée (1), ’absorplion au niveau 
de l'intestin est rendue plus facile et plus rapide, mais elle 
n’est cependant pas assez prompte et pas assez compléte pour 
soustraire en totalité lantigene, l’anatoxine tétanique par 
exemple, 8 l'action destructive des sucs digestifs : ainsi 
s'explique encore, ici, la faible valeur de Vimmunité faisant 
suite & l’ingestion d'anatoxiue. 

Si l’on ajoute 4 ceci que le chimisme gastrique et intestinal 
de l‘omnivore est vraisemblablement plus nocif pour l’anti- 
gene ingéré que celui de l’herbivore, on comprend alors pour- 
quoi homme ne tire absolument aucun profit, pour son 
immunité antitoxique, de lingestion d’anatoxine diphtérique 
et tétanique, méme si l'on a recours 4 l’ingestion préalable de 
bile (2). 


RECHERCHES SUR LIMMUNITE ANTITOXIQUE PASSIVE 
PAR LA VOIE DIGESTIVE. 


A Poccasion d’autres essais (3), nous avons montré que le 
lait d’une lapine vaccinée par lanatoxine tétanique par 
exemple, contient de l’antitoxine. Or, si nous faisons allaiter 
par cette lapine les pelils lapins nés d’une autre mére non 
vaccinée, ces petits animaux ne recélent pas trace d’immunité 
passive. 

Ces résultats ne concordent pas avec ceux obtenus autrefois 
par Ehrlich, dans les mémes conditions, chez Ja souris, mais 


(4) La bile joue en quelque sorte, bien mal d’ailleurs, et d’une facon 
aléatoire, le réle mécanique de l’aiguille de l’expérimentateur qui porte 
Yantigéne au niveau du tissu conjonctif sous-cutané et rend possible et 
certaine son absorption totale et son passage dans l'économie du sujet 
injecté. 

(2) Voir a ce propos Ramon et Zoetier, ces Annales, méme numéro. 

(3) L. Natran Larrigr, G. Ramon et E. Grasset, L’anatoxine tétanique et 
limmunisation antitélanique chez la mére et le nouveau-né. Ces Annales, 
méme numéro. 
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confirment par contre ceux acquis par Vaillard (1) chez le lapin 
et le cobaye. 

Ce que nous avons constaté dans le chapitre précédent nous 
permet d’expliquer ce fait. Si l’antitoxine véhiculée par le lait 
et ingérée par les jeunes lapins ne confére pas & ceux-ci l’im- 
munité passive, c’est qu’elle existe en trop faible quantité et 
que, de plus, elle est soumise en méme temps que le lait a 
Vaction des sucs digestifs qui la détruisent avant son absorption 
par lintestin. . 


Voyons maintenant s’il est possible de conférer l’immunité 
antitoxique passive aux animaux de laboratoire adultes en Jeur 
faisant ingérer des doses massives de sérum antitétanique 
ou de sérum anlidiphtérique purifiés ou non. 

A deux Japines adultes, et & jeun, on fait ingérer 6 cent. 
cubes de sérum antitétanique purifié représentant environ 
1.500 unités U. S. (2). 

Ces animaux sont saignés une heure, quatre heures, sept 
heures, vingt-quatre heures aprés l'ingestion. Aucune trace 
d’antitoxine ne peut élre décelée dans le sang provenant de ces 
différentes saignées. 

L’expérience répétée dans les mémes condilions avec une 
quantité équivalente de sérum antitétanique ordinaire aboutit 
elle aussi 4 des résultats négatifs. 

Ces résultats négatifs s’expliquent par l’action des ferments 
digestifs; l’antitoxine se trouve délruite par ceux-ci au moment 
de la digestion des protéines sériques. 


4 


Cherchons done a soustraire l’antitoxine a l’action des sucs 
digestifs en favorisant l’absorption intestinale par l’administra- 
tion préalable d’un peu de bile. 


(A) Vamttarp. Ces Annales, 40, p. 65. 
(2) Il s’agit ici d’un sérum purifié et dilué, tel que le délivre l'Institut 


' Pasteur. La proportion des protéines dans ce sérum était quatre fois moins | 
. élevée que dans le sérum ordinaire. 
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Trois lapins & jeun recoivent 2 cent. cubes de bile de beeut 
par voie buccale avant l’ingestion de sérum antitétanique purilié 
(1.500 unités U.S.). Durant les vingt-quatre heures qui suivent 
l'ingestion on procéde a plusieurs prises de sang. Le sérum pro- 
venant des saignées opérées une heure, quatre heures aprés 
ingestion d’antitoxine neutralise en moyenne 10 doses mor- 
telles (pour le cobaye) au centimetre cube. Apres sept heures 
et vingt-quatre heures le sérum neutralise 100 doses mortelles 
pour le cobaye et c’est le maximum atfeint. 

Ainsi donc, grace a la bile qui a rendu plus rapide l’absorp- 
tion par Vintestin, une certaine quantité d’antitoxine non altérée 
a pu passer dans la circulation. Mais celte quantité est bien 
faible si on la compare & celle que l'on peut déceler dans le 
sang d’un animal qui a regu la méme dose d’antitoxine en 
injection sous-cutanée. En effet, des lapins qui recoivent sous 
la peau 1.500 unités antitétaniques U. S. possédent une immu- 
nité passive telle que vingt-quatre heures apres l injection 
{ cent. cube de leur sérum neutralise au moins 1.000 doses 
mortelles (pour le cobaye) de toxine. 

Dans un autre essai, on fait ingérer & deux lapins, aprés 
absorption de bile, non plus du sérum anlitétanique purifié, mais 
du sérum antitétanique ordinaire & la dose de 6 cent. cubes 
représentant 1.500 unités américaines. Dans ces conditions le 
sang des lapins ne recéle plus qu’une faible quantité d’antito- 
xine; 1 cent. cube de ce sang neutralisant au maximum 2 doses 
muortelles. 

H’antitoxine dans le sérum antitétanique ordinaire est véhi- 
culée par une quantilé de protéines relativement plus considé- 
rable que dans le sérum purifié; aussi est-elle plus facilement 
altérée au moment de la digestion de ces protéines. De plus, la 
forte concentration ea protéines du sérum ordinaire retarde 
absorption au niveau de la muqueuse intestinale; au contraire 
la dilution la favorise. Ceci peut d'ailleurs étre vérifié expéri- 
mentalement. A un lapina jeun, traité par la bile, faisons ingérer 
6 cent. cubes desérum antitétanique (le méme que dans |’expé- 
rience précédente) dilués dans 15 cent. cubes d’eau physiolo- 
gique. Sept heures apres cette ingestion, le sérum sanguin du 
lapin neutralise 10 doses mortelles de toxine el, vingt-quatre 
heures aprés, 100 doses mortelles. On retrouve donc ici les 
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mémes chiffres que dans l’expérience similaire avec le sérum 
purifié. 

On remarquera que lasimple dilution du sérum antitétanique 
agit dans le méme sens, joue le méme role que la bile; elle 
rend Vabsorption plus facile, plus rapide et de cetle facon 
empéche dans une certaine mesure que l'antitoxine soit com- 
plétement détruite par les sucs digestifs. 


x 
* ¥ 


Des résultats comparables ont été obtenus dans des recherches 
paralléles sur limmunité antidiphtérique passive par voie 
digestive chez le lapin. 

D’autre part, chez le cobaye, les essais du méme genre ont 
fourni des résultats analogues, encore que sensiblement infé- 
rieurs & ceux acquis chez le lapin. Comparativement au poids 
de l’animal, l'ingestion de doses massives de sérum antitétanique 
purifié ou de sérum ordinaire dilué (2.000 U. S.), précédée 
d@ingestion de bile, ne confére au cobaye qu'une immunité 
peu accusée, 1 cent. cube du sérum des animaux ainsi traités 
neutralisant & peine 50 doses mortelles. Le sérum d’un cobaye 
qui a recu sous la peau la méme quantité d’antitoxine neutra- 
lise au centimétre cube plus de 1.000 doses mortelles. 

Terminons cet exposé en disant que si grace a utilisation de 
certains artifices — absorption préalable de bile ou de purgatifs, 
dilution des sérums, par exemple — on peut procurer a |’animal 
d’expériences, par la voie digestive, un rudiment d’immunité 
passive, ces arlifices sont inopérants chez l’homme. En effet, 
ainsi que l'un de nous |’a montré avec Zoeller, les individus a 
qui l’on fait ingérer du sérum antitétanique dilué, aprés leur 
avoir fait absorber de la bile, ne recélent aucune trace d’anti- 
toxine spécifique dans leur sang. 


* 
* *¥ 


De l'ensemble de ces recherches effectuées chez l’animal 
d’expériences nous pouvons tirer les quelques conclusions sui- 


vantes : 


Le trés jeune animal a qui l'on fait ingérer de l’anatoxine 
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(diphtérique ou tétanique), l’animal adulte qui ingére des doses 
massives d’antigéne (toxine ou anatoxine) ou bien qui, avant 
l'ingestion d’anatoxine, absorbe certaines substances telles que 
la bile, peuvent acquérir une immunité antitoxique active spé- 
cifique. Cette immunité est générale humorale et non locale; 
sa valeur est exactement représentée par la proportion d’anti- 
toxine contenue dans le sérum de l’animal; elle apparait dans 
les mémes délais, présente les mémes caractéres que l’immunité 
qui fait suite & l’injection sous-cutanée du méme antigéne, mais 
elle est, dans tous les cas, beaucoup moins prononcée que cette 
derniére. ; 

De méme, l’immunité que l’on peut procurer & l’animal 
adulte en lui faisant ingérer un sérum antitoxique et en usant 
en outre de moyens spéciaux — ingestion préalable de bile, 
dilution du sérum — est une immunilé antitoxique passive, 
générale et humorale; elle aussi est infiniment moins accusée 
que l’immunité de méme nature qui résulte de |’injection sous- 
culanée du méme sérum antitoxique. 

Ainst, chez les animaux d’expériences, dans les conditions de 
nos essais, la voie digestive esl, en ce qui concerne la production 
de Vimmunité active ou Uétablissement de l’immunité passive 
vis-a-vis de l’intoxication télanique ou diphtérique, beaucoup 
moins sire, beaucoup moins fidéle que la voie sous-cutanér, 
cela, malgré Vutilisation d’artifices qui favorisent l’absorption 
et peuvent ainsi, dans une certaine mesure, soustraire |’ antiqgéne 
et l’anticorps a l’action destructive des sucs digestifs ou des 
ferments microbiens de ’intestin. 


| 
: 
: 
. 
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DE LA STABILITE DE L'’IMMUNITE ANTITETANIQUE 
REALISEE PAR L’ANATOXINE 


par Car. ZOELLER. 


Une fois démontrée la possibilité de créer chez homme 
Vapparition d'une immunité antitétanique active, il importait 
pour que cette notion expérimentale passe dans la pralique 
qu’un certain nombre de questions secondaires fussent résolues. 

Tout en poursuivant les recherches que résume le mémoire 
publié dans ces Annales et tout en cherchant a recueillir des 
renseignements précis sur |'immunité antiloxique en général, 
nous nous sommes préoccupés, G. Ramon et moi-méme, 
,Vorienter nos efforts vers la réalisation simple et pratique de 
la vaccination antitétanique. 

Un premier point a retenu notre altention. Nos recherches 
montrent que l’anatoxine provoque chez l’homme l’apparition 
d’une antitoxine spécifique. C’est donc avant tout contre la 
toxine que le sujet vacciné acquiert un élat réfractaire. Prati- 
quement c’est contre la toxi-infection tétanique qu’il importe 
d’assurer la protection. Or il se trouve que l'importance de la 
toxine dans l’action pathogéne du bacille télanique est telle que 
Pimmunité antitoxique équivaut & une immunité contre 
Vinfection tétanique. Sans doute une preuve rigoureuse ne 
sera donnée chez l'homme que le jour ow les sujets vaccinés par 
l’anatoxine, puis exposés 4 des risques du tétanos, resteront 
absolument indemnes; ce sera le cas par exemple pour des 
militaires soumis aux traumatismes de guerre. Déja les faits 
expérimentaux apportés par Descombey ont établi que le 
cheval vacciné résiste & l’inoculation d’une écharde tétanigéne. 
Ceux que nous apportons plus loin montrent qu'il en est 
ainsi chez le cobaye (1) et ceci méme lorsque l'on fait varier 


4, Une question analogue se pose 4 propos de la vaccination antidiphté- 
rique. Quoique I’activité pathogéne de la toxi-infection diphtérique soil peut- 
» étre moins rigoureusement limitée au role de l’exotoxine, une vaccination 
| -antitoxique suffit & conférer une protection efficace. Les cobayes vaccinés 
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les conditions favorisant l’infection et par conséquent |’intoxi- 
cation. 

On peut se demander, en effet si l’immunité antitélanique 
installée par l’anatoxine est stable? N’est-elle pas exposée a 
fléchir sous l’influence de circonstances accessoires. La ques- 
tion est importante au point de vue pratique. Nos premiéres 
recherches chez l'homme ont porté en effet sur des sujets 
sains; elles ont montré que l’immunité active réalisée chez ces 
sujets est marquée et durable. Mais pour que l’immunité anli- 
tétanique conserve toute son utilité il est indispensable qu’elle 
garde sa valeur chez les sujets en état de moindre résistance, 
soumis & des causes variées de dépression physique. Cest en 
des circonstances analogues que le besoin d’une immunité anti- 
tétanique est particuliérement pressant. On sait en effet depuis 
les recherches de H. Vincent, que des facteurs adjuvants, 
tels que le froid ou la chaleur, ont une influence marquée sur 
léclosion de Vinfection tétanique; ces données expérimentales 
ont été confirmées par l'étude épidémiologique du tétanos.” 
Nous avons fait chez homme quelques constatations qui nous 
ont été offerles par le hasard et que nous avons relatées avec 
Ramon. C’est ainsi que des sujets antérieurement vaccinés par 
Vanafoxine tétanique ont été revus par nous & l’occasion d’une 
infection dite anergisante (rougeole ou grippe) infections qu’on 
accuse d’entraver la géne des défenses organiques. Nous avons 
constaté que leur immunité persistait sous sa double forme 
d’antitoxine humorale et de réactivité acquise. Nous nous 
sommes proposé de corroborer ces observations par une expé- 
rimentation entreprise chez l’animal. . 

Les cobayes immunisés préalablement par l’anatoxine téta- 
nique recevaient comme inoculation d’épreuve un mélange de 
culture de bacille tétanique (2/3) et de bacillus subtilis (4/3). 
On sait que les associations microbiennes jouent un rédle 
important dans la pathogénie de l’infection tétanique (Vaillard, 
ff. Vincent et Rouget). Les cobayes recevaient 1 cent. cube 
dans les muscles d’une patte postérieure. Les cobayes {émoins 


par l'anatoxine diphlérique sont. protégés non seulement contre Vinjection de 
toxine, mais aussi contre l’infection expérimentale (La vaccination par Fana- 
toxine diphtérique, son role préventif a légard de la conjonctivo-kératite 
diphtérique expérimentale du cobaye. Soe. de Biol., 24 mai 1924) 
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non vaccinés succombaient en trois ou quatre jours apres avoir 
présenté des symptémes de tétanos. 

Les divers facteurs dont nous avons étudié linfluence suc- 
cessive ou simultanée sur ’immunité antitélanique furent les 
suivants: le froid, la chaleur, la fatigue, le traumatisme. 

Leffet du froid fut obtenu par l'immersion de l’arriére-train 
du cobaye dans Peau & 0° pendant une heure deux fois par 
jour; les cobayes étaient maintenus plongés & mi-corps dans - 
un cristallisoire contenant de l'eau glacée. L’effet de la chaleur 
fut réalisé par le séjour dans un local ow la température 
atttergnait 40° & 42°. 

Le surmenage fut obtenu par lextension continue sur le dos 
pendant plusieurs heures et les efforts que fait l’animal pour 
se remettre d’aplomb sous l’influence de petites excitations 
discontinues. Le traumatisme qui doit favoriser au maximum 
'évolution de infection tétanique est la fracture sous-cutanée 
que nous avons déterminée au niveau de la région inoculée. 

Nos recherches ont porté d'une part sur des animaux traités 
par une seule injection d’anatoxine, d’autre part sur des 
animaux trailés par deux injections & quinze jours d’inter- 
valle. 

Nous avons observé les faits suivants. Les cobayes vaccinés 
quinze jours auparavant par une seule injection et qui se trou- 
vaient donc en cours d’immunisation, résistérent a l’épreuve 
d’inoculation seule. Le chauffage momentané, le surmenage, le 
traumatisme au niveau du point d’injection n’ont pas fait 
apparaitre de tétanos local ni général, prévoce ni tardif. En 
revanche le refroidissement provoque l’apparition du tétanos 
dans la patte inoculée. Ce tétanos est resté localisé; les cobayes 
ont guéri lentement de cette atteinte locale et ont survécu. 
Qu’il soit infligé le lendemain de l’injection d’épreuve ou 
quatre jours aprés l’injection, le refroidissement eut la méme 
influence. 

Les cobayes vaccinés par deux injections d’anatoxine ont 
résisté & l’inoculation d’épreuve, quel que soit le traitement 
qu'on leur ait fait subir dans la suite. Le refroidissement se 
révéla sans action méme sur un foyer de fracture, récemment 
injecté d’une culture de tétanos. 

Ces expériences confirment, d’une part l'importance des 
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facteurs accessoires et principalement du froid dans I'éclosion 
du tétanos chez des sujets relativement réceptifs et montrent, 
d’autre part, la stabilité de l'immunité vaccinale une fois 
installée. 

Sans doute elles ne réalisent pas towtes les conditions dans 
lesquelles pourraient se trouver un jour les étres humains vac- 
cinés par l’anatoxine. Elles ne valent actuellement que pour 
~ le cobaye. Elles nous fournissent cependant des probabilités 
intéressantes sur la stabilité de l'immunité antitétanique. Elles 
contribuent d’autre part a établir que la vaccination par l’ana- 
toxine ne protége pas seulement contre l’inoculation expéri- 
mentale de torine, mais aussi contre /’infection tétanique. 


. 


_ - (2) Ces Annales, 39, 1925, p. 789. 


RECHERCHES SUR LA BACTERIOPHAGIE 
(PHENOMENE DE TWORT-D’HERELLE) 


par E. WOLLMAN (1). 


(DEUXIEME MEMOIRE) 


Devant les difficultés soulevées par les diverses hypothéses 
proposées pour expliquer la bactériophagie nous avons, dans 
un premier mémoire, esquissé une conception nouvelle de ce 
phénoméne (2). Dans celle-ci il s’agirait d’une variation liée & 
Vapparition dans la cellule de facteurs (pour parler le langage 
des généticiens) de constitution chimique relativement simple 
et partant assez stables, pour pouvoir se conserver dans le 
milieu exlra-cellulaire. Ce sont ces facteurs ou supports 
matériels des caractéres nouvellement apparus qui constitue- 
raient les bactériophages. 

Dans le travail actuel, aprés avoir exposé les recherches 
poursuivies depuis notre premiére publication, nous nous pro- 
posons de développer cette conception en la confrontant, ainsi 
que les autres théories émises, avec l'ensemble des données 
acquises sur la bactériophagie. 


I. — Recherches sur les propriétés des bactériophages. 


a) DISCONTINUITE DES BACTERIOPHAGES. 


D'Hérelle a beaucoup insisté sur les données qui plaident en 
faveur de Ja structure corpusculaire des bactériophages et on 
concoit toute l'importance qu'il y atlache en se placant au point 


(1) Les expériences décrites dans ce mémoire ont été faites pour la plupart 


“en collaboration avec M™¢ E. Wollman. Quelques-unes, ainsi que nous 


Yindiquerons, l’ont été avec celle de Duran Reynals de Suarez et de 
M~e Grigorieff. 


59 
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de vue de la nature parasitaire de ces éléments. Nous avons 
rapporté, dans notre premier travail, quelques fails qui parlent 
en faveur d’une structure discontinue. Etant donné l’intérét de 
la question, nous avons repris une expérience de d’Hérelle qui 
paraissail établir définitivement la nature corpusculaire ou, 
plus exactement, la discontinuité des bactériophages (1). 

Cetle expérience consiste 4 introduire, dans une suspension 
de bactéries sensibles, la dilution active limite de bactério- 
phages et de répartir le mélange dans une série de tubes : une 
partie seulement de ceux-ci présentent de la lyse, les autres 
donnant une culture normale de bactéries. D’Hérelle interpréte 
ces résultats de la facon la plus simple en admettant que le 
mélange bactéries-bactériophages ne contenait plus qu'un trés. 
petit nombre de corpuscules actifs et qu’en répartissant ce 
mélange dans une série de tubes une partie de ceux-ci ne 
receyrait pas de bactériophages. Dans le cas d’une substance en 
solution, le titre de la dilution étant le méme dans tous les tubes, 
le résultat (absence ou présence de lyse) devrait étre également 
le méme pour tous. Pour Bordet (2), dans la théorie de l’auto- 
lyse, ce résultat s’expliquerait par la présence dans la suspen- 
sion microbienne d’un trés petit nombre de bacilles sensibles. 
a la dilution du principe lytique employée; lors de la réparti- 
tion en tubes une partie seulement de ceux-ci recevraient des. 
germes sensibles. 

La technique employée par d’Hérelle qui faisait les diiutions. 
dans une suspension de bactéries sensibles pouvait, a la rigueur, 
préter & une telle interprétation. [I n’en est pas de méme de 
celle que nous avons employée. Les dilutions de bactériophages. 
élaient préparées avec du bouillon et ensemencées avec la 
méme quantité (I goutte) d’une suspension trés étendue de. 
bactéries sensibles. Dans ces conditions, la derniére dilution 
active de bactériophages (10 —*) recevait toujours trés approxi- 
mativement la méme quantité, — trés faible — de bactéries 
sensibles: or la lyse se faisait tonjours lorsque cette dilution 
était employée sous le volume de 10 cent. cubes et ne se faisait 
que dans une partie des tubes lorsqu’on la répartissait & des. 
volumes de 4 cent. cube ou moins. Ces résultats ne peuvent. 


(1) C. R. Soc. Biol., 89, 1923, p. 234. 
(2) Ces Annales, 39, 1925, p. 717. 
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s’expliquer que par la présence ou l’absence d’éléments actifs 
et non par celle de germes sensibles a la dilution employée de 
principe lytique (1). 


EXPERIENCES. 


A la suite d'essais préliminaires ayant montré que le bactériophage anti- 
/ Shiga employé était actif a la dilution 10 —% sous un volume de 10 cent. cubes 
el souvent inactif a celle de 10—1sous le méme volume lorsqu’on y ense- 
men¢ait une goutte de suspension de B. Shiga, nous avons procédé a l’expé- 
rience suivante (12 seplembre 1925). On prépare une série de dilutions de 
bactériophage anti-Shiga allant-jusqu’a 10—9%, 3 tubes recevant 10 cent. cubes 
de cette dernitre dilution. Le contenu de 2 de ces tubes est ensuite réparti 
respectivement dans 12 et 13 tubes a hémolyse stériles. 

On ensemence avec une goutte de suspension trés légére de B. Shiga; le 
lendemain (13 septembre) on constate une lyse compléte ou prononcée dans 
les tubes renfermant les diverses dilutions de bactériophage y compris celui 
contenant 10 cent. cubes de la dilution a 10 —9. Quant aux petits tubes dans 
lesquels on avait distribué le contenu des 2 autres tubes A 10—%. voici ce 
que l’on observe. 

Sur les 12 tubes préparés avec le contenu du premier : 

3 présentent une lyse complete, . 

2 présentent une lyse partielle, 

7 présentent une culture en apparence normale. 

Sur les 13 tubes préparés avec le contenu du second : 

6 présentent de la lyse, 

7 présentent une culture en apparence normale. 

{Voir fig. 1: 5 tubes présentant de la lyse et 5 ayant donné des cultures 
normales ont été photographiés] (2). 


L’étalement sur gélose, ainsi que des passages répétés sur 
bouillon ont montré Vabsence définitive des bactériophages 
dans les tubes ayant donné des cultures normales (3). 

Etant donné la technique employée, ce fait ne peut s’inter- 
préter qu’en acceptant, avec d’Hérelle, la nature discontinue 
des bactériophages (4). 


(1) Dans la deuxiéme édition de son livre (Le Bactériophage et son compor- 
tement, Paris, Masson, 1926), d’Hérelle rapporte également avoir obtenu les 
mémes résultats en faisant les dilutions de bactériophage dans du bouillon 
stérile au lieu de suspensions bactériennes. 

(2) Nous remercions M. Jeantet pour la belle exécution des photographies. 

(3) A Poceasion de ces expériences nous avons pu constater l’importance 
de ce que les Allemands ont appelé I’« erreur de la pipette » (Pipettenfehler). 
Si, au lieu de changer de pipette pour chaque dilution de bactériophage, on 
se sert d’une seule et méme pipette, on obtient pour des bactériophages 
actifs 2 10—-8-40—' des dilutions encore actives dans le vingtieme el méme le 

-vingt-deuxiéme tube. ; Chu 

(4) Le mode d’inactivation des bactériophages par la chaleur, les anti- 
septiques, les sérums (confirmation des données de Prausnitz), étudié sur 

notre demande par M™ Grigorieff, viennent 4 l'appui de cette fagon de voir 
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C’est cerlainement par la nature discontinue des bactério- 
phages (d’Hérelle) et non par celle du substratum (Bordet) que 
sexplique le phénom*ne des « plages stériles » ou taches 


Fie. 2. — Inactivation du bactériophage antityphique 
par le sérum correspondant. 


4, aprés une heure; 2, aprés cing heures; 3, aprés huit heures; 
4, apres trente heures (de droite a gauche). 


vierges (d'Hérelle, Wollman) ainsi que la proportionnalité qui 
existe entre le nombre des plages et la quantité de bactério- 
_ phages mise en ceuvre. Il ne semble pas, toutefois, qu’on 
epaeee déduire, sans plus (d’Hérelle), le nombre de corpuscules 
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bactériophages de la simple numération des plages. Si, en 
effet, on fait agir un bactériophage donné sur deux espéces 
sensibles différentes on oblient des résultats fort dissemblables. 


EXPERIENCE. 


A IX gouttes de suspension de B. typhique on ajoute I goutte de bactério- 
phage antityphique. L’étalement immédiat sur gélose montre une lyse a peu 


Fic. 3. — Action des bactériophages antityphique et anti-Shiga 
sur le B. typhique et le B. Shiga. > 
4, B. Shiga + Bactérioph. antityphique; 2, B. typhique + Bacterioph. anti- 


typhique; 3, B. typhique + Bactérioph. anti-Shiga ; 4, B. Shiga + Bactérioph. 
anti-Shiga. 


prés [complete : I goulte du bactériophage en question contient done des 
milliers d’éléments actifs pour le B. typhique. Sil’on se sert de B. Shiga au 
lieu'de B. typhique \’étalement immédiat sur gélose ne donne pas de plages; 
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Vétalement fait au bout d’une demi-heure donne une quinzaine de grandes 
plages semblables, du reste, a celles que le bactériophage antityphique donne 
avec le B. typhique lui-méme. 


Dans la théorie de l’autolyse on devrait considérer le 
B. typhique comme un germe particulitrement réceptif propre 
4 déceler le principe faible qu’est le bactériophage antityphique 
employé alors que seules quelques unités de B. Shiga y sont 
sensibles. L’expérience montre que cette facon de voir ne rend 
pas compte des faits. 

En effet, si au lieu de bactériophage antilyphique on fait agir 
dans les mémes conditions, sur le B. typhique et le B. Shiga, 
du bactériophage anti-Shiga on observe le résultat inverse : & 
Vétalement immédiat sur gélose on constate la lyse compléte 
(correspondant 4 des milliers de plages) du B. Shiga et un 
trés petit nombre, seulement, de plages avec le B. typhique 
(fig. 3). 

Tout se passe comme si, parmi les éléments du hactériophage 
antityphique, un petit nombre seulement étaient actifs pour le 
B. Shiga et, inversement, comme si parmi les bacteriophages 
anti-Shiga, seules quelques unités |’étaient pour le B. typhique. 

Si lon fait faire des passages sur B. Shiga au bactériophage 
antityphique, on constate que tout en conservant le caractére 
de plages qui lui est propre ce bactériophage devient beaucoup 
plus actif pour le nouveau germe : |’étalement sur gélose prati- 
qué aussitét aprés introduction de I goutte de bactériophage 
de sixiéme passage dans IX gouttes de suspension de B. Shiga, 
donne lieu & une lyse presque compléte. Ea méme temps il ya 
diminution d’activité trés nette pour le bacille homologue: au 
lieu de Ja lyse complete observée au début, l’étalement sur 
gélose ne donne plus lieu, aprés six passages sur B. Shiga, 
qu’a un nombre limité de plages. 

Les résultats obtenus en recherchant les dilutions limites 
actives sont du méme ordre : 

4° Le bactériophage anlityphique est actif pour le B. ¢yphique 
ed ies . 

2° Le bactériophage anti-Shiga est actif pour le B. Shigaa 
4 O=*% 

- 8° Le bactériophage antityphique est actif pour le B. Shiga 
meade 45 . 


oy 
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4° Le bactériophage anti-Shiga est actif pour le B. typhique & 
10-33 

5° Le bactériophage antityphique ayant fait six passages sur 
B. Shiga est actif pour le B. Shiga a 10—°*; 

6° Ce méme bactériophage n’est actif pour le B. typhique 
qu’a 10 —°. 

Au cours des passages du bactériophage antityphique sur 
B. Shiga la proportion d’éléments actifs pour le bacille homo- 
logue a diminué considérablement, les éléments actifs pour le 
germe de passage élant devenus plus nombreux. 


6) DimENSIONS DES BACTERIOPHAGES. 


La discontinuilé des bactériophages étant établie, peut-on pré- 
ciser la grandeur des éléments actits? Dés 1918 d’Hérelle avait 
constaté qu’ils filtrent sur certaines membranes de collodion (1). 
Indépendamment de d’Hérelle, au cours d’expériences de 
dialyse par membranes de collodion, nous avons également pu 
constater, dans certains cas, le passage des bactériophages (2). 
Plus tard soumettant a l'ultra-filtration des mélanges de sérum 
et de bactériophages, d'Hérelle (3) attribue 4 ceux-ci la grosseur 
d’une micelle de globuline sérique. Prausnitz (4) compare le 
passage par membranes de de Haen de porosité graduée, de 
bactériophage anti-Flexner d’une part, de collargol, de gélatine 
et d’hémoglobine de l'autre. Il trouve que le bactériophage est 
retenu par la membrane n° 200 alors que la suspension de 
collargol (micelles d’un diamétre de 20 py) ne l’est que par 
la membrane n° 400; cette membrane retient égalenient la 
plus grande partie d’une solution de gélatine & 4 p. 100 
mais laisse passer l’hémoglobine. Prausnitz en conclul que les. 
dimensions des bactériophages doivent étre trés voisines de 
celles des micelles du collargol employé, c’est-a-dire d’environ 
20 uu de diamétre; ces dimensions sont trés supérieures & 
celles des particules des ferments comme la trypsine et la 
pepsine qui passent librement & travers les membranes en 
question. V. Angerer arrive, par une méthode optique, a des 

(1) C. R. Soc. Biol., 84, 1918, p. 4160. 

(2) C. R. Soc. Biol., 84, 1921, p. 3. 


(3) Le Bactériophage, Masson, 1921. 
(4) Centralbl. f. Bakt., 1, 89, 1922, p. 187*. 
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dimensions de 30 uu (1). Pour Biemond (filtration sur collodion) 
les corpuscules bactériophages seraient plus gros que les 
micelles d’albumine sérique ou les molécules d’hémoglobine 
(poids moléculaire 16.000 environ). Par contre, d’aprés Stas- 
sano et de Beaufort (2), les bactériophages traverseraient sans 
perte des filtres & peine perméables au nitrate de strychnine 
(poids moléculaire 397). 

Devant des résultats aussi contradictoires, nous avons repris 
ces expériences d’ultra-filtration en collaboration avec M. Sua- 
rez (3). Nous nous sommes servi de filtres de collodion acétique 
préparés suivant la technique de Bechhold et coulés sur sup- 
port de porcelaine dégourdie. D’aprés Bechhold les membranes 
ainsi préparées retiendraient l’hémoglobine a partir d’une 
concentration en collodion de 5-6 p. 100; lalbumine sérique, 
la toxine diphtérique, & partir de 6,5-7 p. 100; la teinture de 
tournesol a partir de 10 p. 100. 

Les expériences préliminaires nous avaient montré que le 
bactériophage (anti-Shiga) traverse assez facilement les filtres 
de collodion acétique & 7 p. 100. Il y a bien une rétention 
marquée au début de la filtration : [ goutte de filtrat prélevée 
sur une premiere portion de 15 cent. cubes ne donne pas de 
plages & |’étalement sur gélose alors qu'une goutte de lysat non 
filtré donne une lyse 4 peu prés complete. La filtration pendant 
deux heures, sous une pression de 80 millimétres de mercure, 
fournit un liquide donnant, & l’étalement sur gélose, 50 plages 
environ par goulte. L’expérience suivante donne une idée 
approximative de la proportion de corpuscules qui traversent 
dans ces conditions les membranes 8 7 p. 100. 

On ajoute a IX gouttes de suspension de B. Shiga I goutte de lysat filtré 
diluéa41:4; 1:10; 1: 100; dés tubes témoins recoivent les mémes dilutions 


de lysat non filtré. 
L’étalement sur gélose donne les résultats suivants : 


Filtration en collodion. 


AVANT APRES 
UI ak i el RiP ls Ce Lyse complete. Plages nombreuses. 
MEMO ated ise ssc, og « oe Bee Lyse presque complete. 72 plages. 
4:100........... Plages tres nombreuses. 7 plages. 


(1) Archiv f. Hyg., 92, 1924, p. 342. 
(2) -C. R. Soc. Biol., 93, 1925, p. 1378. 
(3) C. R. Soc. Biol., 96, 1927, p. 15. 
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Le nombre de plages donné par 0,01 de goutte de lysat non 
filtré est & peu prés trois fois plus grand que celui fourni par 
I goutte de filtrat : 1 p. 300 environ de corpuscules ont traversé 
le filtre. Un essai paralléle a montré que 80 p. 100 environ de 
corpuscules se trouvent fixés sur la membrane par adsorption. 

Les filtrats obtenus sur membranes & 8 p. 100 sont plus 
pauvres en éléments actifs; enfin, ceux obtenus sur filtres a 
10 p. 100 peuvent ne donner aucune plage & la dose de X et 
méme de LXX gouttes (étalement de 4 anses de mélange sur 
gélose). Toutefois des quantités plus élevées (5 cent. cubes) de 
tels filtrats aménent toujours la clarification du bouillon. 

Le bactériophage (anti-Shiga) traverse donc, avec une perte 
de plus en plus grande, des filtres imperméables & l’hémoglo- 
bine et aux protéines sériques et méme, en trés faible quantité, 
des membranes retenant la teinture de tournesol. Nous avons 
pu vérifier, en effet, les données de Bechhold en constatant par 
lexamen direct la rétention de la teinture de tournesol par les 
membranes & 10 p. 100; examen spectroscopique d’une part 
et l’épreuve de l’acide azotique et surtout du choc anaphylac- 
tique de l’autre nous ont permis de nous assurer de l’imper- 
méabilité des membranes a 7 et & 8 p. 100 4 ’hémoglobine et 
aux protéines sériques. Etant donné l’intérét de ce dernier fait, 
nous rapporterons les détails d'une expérience. 


On filtre sur collodion acétique 7p. 100 une solution de sérum de cheval 
a1 p. 250. Le filtrat (350 cent. cubes) est légerement alcalinisé et ramené au 
bain-marie au volume de 25 cent. cubes. L’épreuve a acide azotique (sensi- 
bilité limite 1 p. 20.000 de protéine environ) reste négative : le filtrat contient 
done moins de 1 p. 200.000 de protéine. 

On injecte 1, 2, 5 et 10 cent. cubes de ce liquide dans la cavilé péritonéale 
de 4 cobayes en méme temps que 4 témoins recoivent, par la méme voie, 
41 cent. cube de sérum de cheval dilué, respectivement, & 1 p. 1.000; 4 p. 10.000 ; 
1 p. 5.000 et 1 p. 50.000. Eprouvés quinze jours plus tard avec 0 c.¢. 4 de 


sérum de cheval en injection carotidienne, ces animaux ont donné les 
résultats suivants : 


No POIDS INJECTION SENSIBILISANTE INJECTION D EPREUVE 
en grammes en cent. cubes (0 c.c.4 de sérum) 
Cobayes. 
1 baile ct el as Sei eee, 260 Filtrat concentré : 10. Pas de réaction. 
13 coke veto ete a 240 Filtrat concentré : 5. Pas de réaction. 
TD ctyea' Pog) eh eee 250 Filtrat concentré : 2. Pas de réaction. — 
G6 ce:- pes eee ee eee 200 Filtrat concentré : 4. Pas de réaction. 
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No POIDS INJECTION SENSIBILISANTE INJECTION D’EPREUVE 
en grammes en=cent. cubes (0 c.c. 1 de sérum) 
Témoins. 
TUBES Sceeeccn ieee 260 Sérum : 0,001. Choc mortel. 
Come ae 270 Sérum :.0,0002. Choc trés prononcé. 
Olioitoaness ahet “due 200 Sérum : 0,0001. Choe mortel. 
ua oop tOLeeeee crs 210 Sérum : 0,00002. Mort par hémorragie. 


Ces résultats montrent par un calcul trés simple que le filtrat 
employé ne contenait pas 1 p. 10.000.000 de protéines sériques. 
Or, nous avons vu que les membranes jmperméables a ces pro- 
téines fournissent des filtrats donnant 500 plages par goutte et 
contenant, par conséquent, au moins 10.000 corpuscules bacté- 
riophages par centimetre cube. Faut-il en conclure que le 
principe actif est lié & des substances autres que des protéines 
proprement dites? Il ne le semble pas. Nos expériences 
montrent, en effet, que les membranes imperméables aux pro- 
téines sériques laissent passer des protéines coagulables con- 
tenues dans les lysats bactériens. C'est ainsi qu’en concentrant 
a 1p. 200 environ, sur collodion 4 10 p. 100, un filtrat bacté- 
riophage obtenu sur collodion 4 7 ou 8 p. 100 on obtient une 
réaction de protéine trés nette en présence d’acide azotique. 

Les lysals baclériens contiennent donc des proléines coagu- 
Jables qui semblent présenter un état de dispersion plus grand 
que celui des protéines sériques. Fail intéressant et lié proba- 
blement 4 cet état de dispersion: le liquide ainsi obtenu, riche 
en protéines, ne sensibilise pas les cobayes; éprouvés quinze 
jours plus tard par injection carotidienne, les animaux se com- 
portent comme les témoins neufs. 

Quoi qu’il en soit de la nature des bactériophages, nos expé- 
riences montrent, contrairement aux données de d’Hérelle et de 
Brémond, gue ces éléments traversent, dans une cerlaine pro- 
portion, des fillres imperméables aux protéines sériques et a 
l'hémoglobine (1). Tout en tenant compte des divers facteurs qui 
influent sur la filtration, tels que la charge électrique et l’adsor- 


(4) Se basant sur la floculation par les acides, d’Hérelle attribue aux bac- 
tériophages une charge négative. Dans quelques expériences de cataphorése, 
pratiquées par la méthode de la sonde de Bilz, nous n’avons pu déceler chez 


_ + les corpuscules bactériophages aucun transport appréciable apres quatre a 


vingt-quatre heures. 
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ption, nos résultats semblent indiquer que les corpuscules 
bactériophages présentent des dimensions variables, la plus 
grande partie, pour le bactériophage étudié, étant retenue par 
les filtres 8 7 p. 100, alors que de rares éléments traversent 
encore les membranes a 10 p. 100 imperméables au tournesol. 


c) PROPRIETES ANTIGENES DES BACTERIOPHAGES. 


L’étude des propriétés antigénes des bactériophages a fourni 
des données extrémement intéressantes. Elle fut inaugurée par 
les recherches de Bordet et Ciuca (1) montrant que le sérum 
d'un lapin préparé par injections de lysat bactériophage 
acquiert un pouvoir antibactériophage prononcé. Cette consta- 
tation paraissait devoir fournir un moyen trés simple pour 
préciser la nature des bactériophages : ceux-ci étant des con- 
stituants normaux des bactéries (Bordet) semblaient devoir étre 
neutralisés, non seulement par les sérums antibactériophages, 
mais aussi par les sérums préparés avec les bactéries normales : 
Bordet et Ciuca ne tardent pas & faire cette expérience. Prépa- 
rant des sérums avec le lysat de B. colt d’une part, avec le B. 
eolt normal de I’autre, ils constatent ce fait remarquable que 
seul le premier de ces sérums était doué d’une action neutrali- 
sante pour le bactériophage (2). La méme année (3) nous 
avions, avec Goldenberg, montré que le sérum antibactério- 
phage conservait son pouvoir fixateur en présence de lysat 
bactériophage aprés saturation par les bactéries normales 
homologues. Ce résultat fut confirmé et précisé par Otto et 
Winkler (4). Enfin, l’expérience suivante achéve de montrer 
que l’anticorps bactériophagique est dépourvu de toute affinité 
pour la substance bactérienne normale et que, inversement, les. 


(4) C. R. Soc. Biol., 84, 1921, p. 280. 

(2) Bordet ne semble pas étre revenu par lasuite sur cette expérience trés 
difficile 4 concilier avec l'hypothése du bactériophage, constituant normal de 
la cellule bactérienne. Aussi nous avait-elle échappé et c’est de facon indé- 
pendante que nous avons, bien plus tard (C. R. Soc. Biol., 93, 1925, p. 1284), 
réalisé, avec Brutsaert, des expériences analogues pour compléter nos 
recherches (1924) sur l’autonomie antigéne des baclériophages. Pour éviter 
toute objection nous avons, dans ces expériences, préparé les animaux non 
seulement avec des suspensions bactériennes, mais aussi avec des autolysats 


et avec des lysats de bactéries normales par les lysobactéries (Rosenthal). 
(3) C. R. Soc. Biol., 85, 1921, p. 772. 
(4) Deuts. med. Woch., 1922, p. 383. 
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sérums antimicrobiens sont dénués de toute action anti- 
bactériophage. 


Une suspension de B. typhique (culture de vingt- quatre heures sur gélose 
inclinée) est répartie dans deux tubes. Le premier de ces tubes recoit 
Il gouttes de sérum antibaclériophage, le second la méme quantilé de 
sérum antityphique. Aprés un séjour de seize heures a l’étuve a 37° les deux 
fractions sont centrifugées et lavées a deux reprises avec 20 cent. cubes 
d'eau physiologique. Les culots sont émulsionnés dans X gouttes d’eau 
physiologique et ensemencés sur gélose inclinée tels que et aprés addilion 
de I goutte de bactériophage. On constate que les bacilles lyphiques traités 
par le sérum antityphique ainsi que ceux traités par le sérum antibactério- 
phage donnent une culture en nappe luxuriante; en présence de bactériophage 
les uns el les autres subissent une lyse complete. 


La constatation de l’autonomie antigéne des bactériophages 
nous parait avoir une grande importance pour l’idée qu’on peut 
se faire sur la nature de ces éléments. Nous avons donc pour- 
suivi nos recherches sur l’action des sérums antimicrobiens sur 
les bactériophages en étendant les expériences au B. typhique 
et au Staphylocoque. Dans tous les cas, les sérums antimicrobiens 
se sont montrés dénués de toute action sur les bactériophages. 
Pour le bactériophage antistaphylococcique, notamment, les 
mélanges bactériophage -+- sérum antistaphylococcique aprés 
quinze jours de contact se sont montrés actifs aux mémes dilu- . 
tions (jusqu’a 10 —§) que les mélanges témoins bactériophage ++ 
bouillon (fig. 4). 

L’ensemble des fats indique donc, sans doute possible, que 
les bactériophages sont des entités antigénes nouvelles ne pré- 
existant pas chez les bactéries normales (1). 

Comment les sérums antibactériophages agissent-ils? Pour 
Bordet et Ciuca linactivation de la lyse correspondrait & une 
neutralisation du principe lytique et le fait que celle-ci se pro- 
duit avec les sérums chauffés & 56° conslituerait une forte 
présomption contre l’hypothése: parasitaire. Pour d’Hérelle, 
Vabsence de la lyse sous l’influence du sérum antibaclério- 
phage correspond & une inhibition passagére des bactério- 


(1) Un éléve de Bordet, Mac Kinley, rapporte pourtant récemment (C. R. Soc. 
- Biol., 93, 1925, p. 1050) avoir « obtenu un sérum antilytique par immunisation 
contre une bactérie normale ». Seulement cette bactérie « normale » produi- 
sait un principe lytique contre le B. Shiga. Nous n’avons pu, par ailleurs, 
nous assurer de la distinction si intéressante, en principe, faite par Bordet 
-+ entre le pouvoir lytique spontané et provoqué (Expériences inédites). 
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ption, nos résultats semblent indiquer que les corpuscules 
bactériophages présentent des dimensions variables, la plus 
grande partie, pour le bactériophage étudié, étant retenue par 
les filtres & 7 p. 100, alors que de rares éléments traversent. 
encore les membranes a 10 p. 100 imperméables au tournesol. 


c) PROPRILTES ANTIGENES DES BACTERIOPHAGES. 


L’étude des propriétés antigénes des bactériophages a fournt 
des données extrémement intéressantes. Elle fut inaugurée par 
les recherches de Bordet et Ciuca (1) montrant que le sérum 
d'un lapin préparé par injections de lysat bactériophage 
acquiert un pouvoir antibactériophage prononcé. Cette consta- 
tation paraissait devoir fournir un moyen trés simple pour 
préciser la nature des bactériophages : ceux-ci étant des con- 
stituants normaux des bactéries (Bordet) semblaient devoir étre 
neutralisés, non seulement par les sérums antibactériophages, 
mais aussi par les sérums préparés avec les bactéries normales : 
Bordet et Ciuca ne tardent pas & faire cette expérience. Prépa- 
rant des sérums avec le lysat de B. coli d’une part, avec le B. 
colt normal de I’autre, ils constatent ce fait remarquable gue 
seul le premier de ces sérums était doué d’une action neutrali- 
sante pour le bactériophage (2). La méme année (3) nous 
avions, avec Goldenberg, montré que le sérum antibactério- 
phage conservait son pouvoir fixateur en présence de lysat 
bactériophage aprés saturation par les bactéries normales 
homologues. Ce résultat fut confirmé et précisé par Otto et 
Winkler (4). Enfin, l’expérience suivante achéve de montrer 
que l’anticorps bactériophagique est dépourvu de toute affinité 
pour la substance bactérienne normale et que, inversement, les 


(1) C. R. Soc. Biol., 84, 1921, p. 280. 

(2) Bordet ne semble pas étre revenu par lasuite sur cette expérience trés 
difficile 4 concilier avec l'hypothése du bactériophage, constituant normal de 
la cellule bactérienne. Aussi nous avait-elle échappé et c’est de facon indé- 
pendante que nous avons, bien plus tard (C. R. Soc. Biol., 93, 1925, p. 1284), 
réalisé, avec Brutsaert, des expériences analogues pour compléter nos 
recherches (1921) sur l’autonomie antigéne des bactériophages. Pour éviter 
toute objection nous avons, dans ces expériences, préparé les animaux non 
seulement avec des suspensions bactériennes, mais aussi avec des autolysats. 


et avec des lysats de bactéries normales par les lysobactéries (Rosenthal). 
(3) C. R. Soc. Biol., 85, 1921, p. 772. 
(4) Deuts. med. Woch., 1922, p. 383. 
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sérums antimicrobiens sont dénués de toute action anti- 
bactériophage. 


Une suspension de B. lyphique (culture de vingt- quatre heures sur gélose 
inclinée) est répartie dans deux tubes. Le premier de ces tubes recoit 
Il gouttes de sérum antibaclériophage, le second la méme quantilé de 
sérum antityphique. Aprés un séjour de seize heures 4 l’étuve 4 37° les deux 
fractions sont centrifugées et lavées A deux reprises avec 20 cent. cubes 
d’eau physiologique. Les culots sont émulsionnés dans X gouttes d’eau 
physiologique et ensemencés sur gélose inclinée tels que et apres addilion 
de I goutte de bactériophage. On constate que les bacilles typhiques traités 
par le sérum antityphique ainsi que ceux traités par le sérum antibactério - 
phage donnent une culture en nappe luxuriante; en présence de bactériophage 
les uns el les autres subissent une lyse complete. 


La constatation de l’autonomie antigéne des bactériophages 
nous parait avoir une grande importance pour l’idée qu’on peut 
se faire sur la nature de ces éléments. Nous avons done pour- 
suivi nos recherches sur l’action des sérums antimicrobiens sur 
les bactériophages en étendant les expériences au B. typhique 
et au Staphylocoque. Dans tous les cas, les sérums antimicrobiens 
se sont montrés dénués de toute action sur les bactériophages. 
Pour le bactériophage antistaphylococcique, notamment, les 
mélanges bactériophage + sérum antislaphylococcique apres 
quinze jours de contact se sont montrés actifs aux mémes dilu- . 
tions (jusqu’a 10 —§) que les mélanges témoins bactériophage +- 
bouillon (fig. 4). 

L’ensemble des fats indique donc, sans doute possible, que 
les bactériophages sont des entités antigénes nouvelles ne pré- 
extstant pas chez les bactéries normales (1). 

Comment les sérums antibactériophages agissent-ils? Pour 
Bordet et Ciuca lV inactivation de la lyse correspondrait 4 une 
neutralisation du principe lytique et le fait que celle-ci se pro- 
duit avec les sérums chauffés & 56° conslituerait une forte 
présomption contre lhypothése- parasitaire. Pour d’Heérelle, 
Vabsence de la lyse sous l’influence du sérum antibaclério- 
phage correspond a une inhibition passagére des bactério- 


(1) Un éléve de Bordet, Mac Kinley, rapporte pourtant récemment (C. R. Soc. 

- Biol., 93, 1925, p. 1080) avoir « obtenu un sérum antilylique par immunisation 

contre une bactérie normale ». Seulement cette bactérie « normale » produi- 

sait un principe lytique contre le B. Shiga. Nous n’avons pu, par ailleurs, 

» nous assurer de la distinction si intéressante, en principe, faite par Bordet 
‘-entre le pouvoir lytique spontané et provoqué (Expériences inédites). 
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phages qu’on voit reprendre leur activité & la suite de passages 
sur bactéries sensibles. 

Les expériences que nous avons faites sur cette question 
confirment entigrement les données de Bordet et Ciuca. La 
neutralisation des bactériophages par les sérums correspon- 
dants peut, il est vrai, rester incompléte méme aprés des 
périodes fort longues; c’est ainsi que nous avons pu récupérer 
un bactériophage anti-Shzya aprés sept jours de contact avec le 
sérum antibactériophage dans les proportions de III gouttes 
de sérum pour II gouttes de bactériophage (dans X gouttes de 
bouillon). Mais dans d’autres expériences, dans lesquelles trois 
a dix parlies de sérum furent mises en présence d’une partie 
de bactériophage, la neutralisation des bactériophages anti- 
Shiga, anti-Coli, anti-Staphylocoque par les sérums correspon- 
dants s’est montrée complete et définitive : six passages sur 
bactéries sensibles n’ont pas permis de récupérer les éléments 
actifs (4). . 

Les sérums antimicrobiens, dépourvus, comme nous l|’avons 
vu, de toute action sur les bactériophages, peuvent, pourtant, a 
dose massive (Bail, da Costa Cruz), exercer une action inhibi- 
trice sur la lyse, probablement par suite de agglutination qu’ils 
déterminent. L’expérience montre que méme en présence de 
quanlités trés considérables de sérum antibactérien la repro- 
duction des bactériophages se poursuit normalement. 


EixPERIENCE. 


On prépare deux séries de six tubes chacune contenant, lapremiére1c.c.5de 
bouillon +1 c¢. c.5de sérum antityphique (agglutinant a1 p. 2560), la deuxiéme 
1c. ¢. 5 de bouillon +14c. c. 5 de sérum normal. Le premier tube de chaque 
série est ensemencé de B. typhique et recoit, une heure plus tard, 1 goutte de 
bactériophage. Le lendemain, I goutte du contenu de chacun de ces tubes 
est portée dans le tube suivant de la méme série ensemencé au préalable de 
B. typhique. Le contenu du sixiéme tube de chaque série est introduit, a la 
dose de I goutte, 0,1 goutte, 0,05 goutte dans trois tubes contenant des sus- 
pensions de B. typhique. L’étalement fait aussitét sur gélose inclinée montre 


’ que la teneur en bactériophages, aprés six passages en présence de sérum 


normal et de sérum antityphique, est exactement la méme. 


(1) Les bactériophages conservent en partie leur fonction antigéne aprés 
inactivation par la chaleur; c’est ainsi que nous avons pu obtenir un sérum 


. antilytique en préparant un lapin avec du bactériophage anti-Shiga chauffé 
“a 85° pendant une heure et devenu complétement inactif. 
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Les recherches sérologiques établissent done de Ja fagon la 
plus nette l'absence d’antigénes communs aux hactériophages 
et aux bactéries normales. Qu’en est-il des divers bactério- 
phages ? 

Se basant sur les résultats fournis par la réaction de fixation, 
d’Hérelle et Eliava (1) avaient admis l’unicité antigénique des 
bactériophages. Plus récemment (2), prenant en considération 
les résultats obtenus avec les autolysats bactériens par Gratia 
et Jaumain (3), d’Hérelle met en doute la production de sensi- 
bilisatrices pour les bactériophages et pour les « protobes » 
(d’Hérelle) en général. Nous avions déja antérieurement (4) fait 
les mémes réserves et pour des raisons analogues, quant a 
l'interprétation des résultats de la réaction de fixation avec les 
lysats bactériophages. 

A lencontre de ceux-ci, les expériences de neutralisation 
fournissent des données trés nettes. Comme l’avaient vu 
Gratia et Jaumain et comme nous avons pu le confirmer, les 
bactériophages de groupes éloignés comme les S/aphylocoques 
d'une part, les bacilles du groupe Coli-Typhique-Dysentérique 
de l'autre, constituent des antigenes lout a fait distincts : les 
sérums préparés avec les premiers sont dépourvus de toute 
aclion sur ceux-ci et inversement. Les choses se compliquent 
en ce qui concerne les rapports antigéniques entre les baclé- 
riophages d'un méme groupe. Pour Otto, Munter et Winkler (5), 
la fonction antigéne d’un bactériophage est en rapport avec sa 
« virulence », c’est-a-dire avec son aptitude a déterminer la lyse 
de telle ou telle espéce bactérienne : un sérum antibactério- 
phage Flexner par exemple, neutralisera |’action anti-Flexner 
des divers bactériophages s’attaquant 4 cette bactérie tout en 
ménageant leur « virulence » pour d’autres espéces. 

Pour Bruynoghe (6) et ses collaborateurs, la fonction antigéne 
est en rapport avec la souche des bactériophages : un sérum 
préparé avec un bactériophage antilyphique donné, par exemple 
inacliverait celui-ci (en en neutralisant toutes les virulences) 


(1) C. R. Soc. Biol., 85, 1921, p. 767. 

(2) Le Bactériophage, etc., Masson, 1926. 
(3) C. R. Soe. Biol., 87, 1922, p. 99. 

(4) C. R. Soe. Biol., 85, 1921, p. 772. 

(5) 


Zeitschr. f. Hyg., 96, 1922, p. 118. 
C 


(6) C. R. Soc. Biol., 87, 1922, p. 96. 


RECHERCHES SUR LA BACTERIOPHAGIE 899 


mais pourrait ménager un autre bactériophage antityphique 
dorigine différente. 

Les expériences que nous avons faites dans cet ordre d'idées 
ne paraissent confirmer ni l’une, nil’autre facon de voir. C’est 
ainsi qu’un sérum antibactériophage Shiga inactivait comple- 
tement la souche de bactériophage qui avait servi 4 sa prépara- 
tion mais aussi une souche de bactériophage anti-co/i (origine 
Bordet) et inversement, chacun de ces bactériophages étant, du 
reste, actif pour la bactérie homologue de l’autre. D’autre part, 
un sérum antibactériophage typhique préparé avec un bacté- 
riophage actif pour le B. typhique et le B. Shiga, mais comple- 
tement inactif pour les dysentériques Y et Flexner, neutralisait 
Vaction d’un bactériophage anti-Shzga non seulement pour ce 
dernier bacille, mais aussi pour les bacilles Y et Flexner (1). 


EXPERIENCE. 


On met du bactériophage anti-Shiga (actif pour B. Shiga, B. typhique, 
B. dysentérique Flexner et B. dysentérique Y), ainsi que du bactériophage 
antityphique (actif pour le B. typhique et le B. Shiga) en présence de sérum 
de lapin préparé contre ce dernier bactériophage, dans la proportion de 
neuf parties de sérum pour une partie de bactériophage. Aprés cing jours de 
contact 4 la température de la chambre on introduit I goutte de mélange 
dans IX gouttes de suspension bactérienne (B. typhique et B. Shiga pour le 
mélange : bactériophage antityphique + sérum antibactériophage typhique; 
bacilles typhique, Shiga, Flexner et Y pour le mélange bactériophage anti- 
Shiga + sérum antibactériophage typhique). Voici les résultats obtenus : 


B. TYPHIQUE B. SHIGA B. FLEXNER ae 


Sér. antibactérioph. typh.. Culture. Culture. 
+ Bactérioph. antityph normale. normale. — = 
Sér. antibactérioph. typh.. Culture. Culture, Culture. Culture. 


+ Bactérioph. anti-Shiga. ( normale. normale. normale. normale. 
Témoin. 
Sérum normal de _ lapin. 
Bactérioph. anti-Shiga. . Lyse. Lyse. Lyse, Lyse. 


Il ne parait done y avoir ni spécificité d’origine (2), ni spéci- 
ficité de virulence. 


(1). €.,R. Soc. Biol., 96, 1927, p. 332. 
» -*-(2) Tout-au moins d'origine immédiate, car nous ignorons l’origine vraie 


* des bactériophages que nous utilisons. 


60 
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Il. — Recherches sur les modifications 
présentées par les bactéries sous l'action des bactériophages. 
Les bactéries résistantes. 


On a étudié tres longuement le phénoméne de la lyse qui 
constitue la manifestation la plus frappante de l’action des bac- 
tériophages et celle qui a tout d’abord attiré attention des 
chercheurs. Or, la lyse est loin d’étre l'unique modification 
présentée par les bactéries en présence de bactériophages; elle 
peut méme faire défaut alors que la reproduction des bactério- 
phages se fait normalement ‘Derr) et, d’autre part, le phéno- 
méne de la lyse une fois amorcé par les bactériophages 
(ou par un autre mécanisme) peut se poursuivre sans l’inter- 
vention de ceux-ci et sans qu'il y ait accroissement du tilre 
lylique [Gratia et Rhodes (1), Duran Reynals (2)]. 

Comme Bordet et Ciuca l’avaient vu de bonne heure, les 
bactéries peuvent, sous l’influence des bactériophages, acquérir 
des caractéres nouveaux, anormaux pour le germe envisagé et 
qui portent sur la morphologie, |’aspect des colonies, les pro- 
priétés sérologiques, l’action fermentative. Parmi toutes ces 
modifications, l'une des plus intéressantes et des plus constam- 
ment observées est l'apparition de la résistance 4 la lyse, les 
bactéries résistantes pouvant, par ailleurs, s’écarler d’une 
facon plus ou moins appréciable des bactéries normales. Il 
importait d’étudier, au point de vue qui nous occupe, les 
caractéres de ces bactéries résistantes. 

Deux hypothéses peuvent, a priori, ¢tre invoquées pour 
expliquer l’apparition des cultures résistantes. On peut sup- 
poser que les bactéries sensibles aux bactériophages étant 
éliminées par la lyse, seules persistent celles qui y sont réfrac- 
taires : les cultures résistantes seraient l’aboutissant d’une 
vérilable sélection. Le cas peut se présenter sans aucun doute, 
ainsi que Bordet l’a montré récemment sur l’exemple d’un 
principe faible ne s’attaquant qu’a des germes d’un type donné 
(B) & lexclusion des autres. En faisant agir un tel principe 


(1) C..R. Soe. Biol., 90, 1924, p. 640, 
(2) C. R. Soc. Biol., 94, 1996, p. 242. 
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faible sur une culture contenant des germes de deux types 
(B et P) Bordet obtient par sélection des germes de type B pur. 

Nous avons pu faire des observations analogues et constater, 
d'autre part, qu’en séparant, dans une culture de B. coli, des 
colonies de types différents, on peut, en dehors de toule inter- 
vention des bactériophages, obtenir des souches résistantes a 
un principe trés actif. 


EXPERIENCE. 


On ensemence du B. coli sur gélose lactosée tournesolée de maniére a 
obtenir des colonies séparées; aprés quarante-huil heures d’étuve, la boite 
de Petri est reportée a la chambre. Au bout de plusieurs jours on observe 
Vapparition, a Ja surface des colonies -plates et translucides, de colonies 
opaques secondaires. Repiquant sur gélose lactosée tournesolée ces colonies 
secondaires de méme que les colonies primitives on obtient deux variétés de 
B. coli. L’une a colonies translucides, plates, a bords irréguliers, identiques 
a celles de la culture d'origine; l’autre a colonies presque opaques, bomhées, 
a contour réguliérement circulaire. Les cultures (T) obtenues a partir de la 
premiére variété sont, comme la culture souche, sensibles au bactériophage 
anti-coli; celles (O) données par Ja deuxiéme se montrent totalement résis- 
tantes (1). 


I] n’est pas douteux que Il’intervention des bactériophages 
puisse opérer une sélection analogue. Toutefois, il parail 
certain qu’en dehors d'une telle sélection les bactériophages 
favorisent ou suscitent des variations. Bordet avait constaté, 
par exemple, qu’agissant sur les germes du type sensible (B) 
le principe lytique faisait apparailre des éléments du type 
résistant (P). Les caractéres biochimiques, sérologiques et 
morphologiques des bactéries résistantes, souvent si différents 
de ceux de la souche d’origine, montrent clairement que la 
sélection n’intervient pas seule dans leur production. 


x 


(1) La comparaison de ces résultats avec ceux obtenus par Bordet montre 
que la résistance n’est pas liée a un type d’aspect déterminé puisque dans 
lexemple de Bordet les colonies B (bombées) fournissaient des germes sen- 
sibles alors que c’était linverse dans notre cas. Du reste, l'étude de 7 souches 
de B. coli confirma ce fail: 2 souches sensibles donnaient, |’une des colonies 


plates irréguliéres, l’autre des colonies d’aspect intermédiaire entre les 


types T et O. Sur 5 souches spontanément résistantes, 2 donnaient des 
colonies du type 0; 1 des colonies du type T, enfin les 2 autres des colonies 
translucides, mais réguli¢rement circulaires. Méme indépendance entre la 
résistance ou la sensibilité a la lyse et l’aspect des cultures en bouillon. Dans 
le cas de Bordet, Ja variété résistante cultivait en agglutinats. Or, nous pos- 


-sédons un B. typhique trés sensible a l’action du bactériophage qui pousse 
en grumeaux,. la variété résistante de ce bacille donnant des cultures trés 


shomogénes. 
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Quel est le mécanisme des variations aboutissant & l’appari- 
tion des bacilles résistants? Les bactériophages n’inter- 
viennent-ils qu’en modifiant les conditions de culture et en 
favorisant ainsi la production de formes nouvelles parmi 
lesiquelles seuls subsistent les individus résistants 4 la lyse? 
Ou bien leur action est-elle plus spécifique : « Facteurs », dans 
notre hypothése, d’une variation qui se traduit par la bactério- 
phagie, conférent-ils, dans certaines conditions, aux bactéries 
impressionnées encore d’autres caractéres propres aux germes 
dont ils seraient eux-mémes originaires (1)? 

Certains fails, tels que la perte de la résistance a la faveur 
des repiquages (Bordet et Ciuca), la perte d/affinité pour les 
bactériophages par les bactéries résistantes (G. Meissner), sug- 
géraient lidée que la résistance acquise pouvait étre due a la 
présence de bactériophages sous une forme inaclive (2). Nous 
nous sommes demandé si l’on ne la décélerait pas par les 
méthodes sérologiques. ; 

A cet effet, nous avons préparé des Japins avec des souches 
(B. col, staphylocoque) rendues résistantes aux bactériophages 
correspondants et qui se sont montrées dépourvues de toute 
action lytique. 

EXPERIENCE. 

I. On met en présence : 

1° 20 parties de sérum anti-coli résistant. 
1 partie de bactériophage anti-coli. 

Témoins : 

2° 20 parties de sérum anti-coli normal. 
1 partie de bactériophage anti-coli. 

3° 4 partie de sérum antibactériophage coli. 
10 parties de bactériophage anti-coli. 

4° 3 parties de sérum antibactériophage coli. 
1 partie de bactériophage anti-coli. 

5° 5 parties de sérum antibactériophage coli. 
1 partie de bactériophage anti-coli. 


(1) Un exemple fera mieux saisir notre pensée. Les bactériophages anti- 
Shiga, par exemple, se trouvent 4 peu prés constamment dans lintestin du 
cheval. Dans l'hypothése autogéne, ils prennent naissance aux dépens des 
bactéries qui s’y trouvent, trés probablement du groupe du B. coli. Le 
B. Shiga rendu résistant a un tel bactériophage acquiert-il des caracttres 
de B. coli? 

(2) Nous n’'avons pu mettre en évidence l'existence de formes résistantes 
lysogénes (Bordet). Les bactéries vraiment résistantes sont dénuées de toute 
affinité pour les bactériophages et ne Jes reproduisent pas (voir plus loin). Les 
cultures « résistantes lysogénes » paraissent étre un mélange de formes 
résistantes et sensibles. 
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Aprés quatre jours de séjour 4 la température de la chambre, la neutrali- 
sation s’est montrée partielle pour le tube 3, totale et définitive pour les 
tubes 4 et 5: Elle a été nulle pour les tubes 4 et 2. 

If. On met en présence : 

fo 2, 4, 6 parties de sérum anti-staphylocoque résistant. 

1 partie de bactériophage antistaphylococcique. 
Témoins : 
2° 2; 4; 6 parties de sérum anti-staphylocoque normal: 
1 partie de bactériophage antistaphylococcique. 
3° 2, 4, 6 parties de sérum anlibactériophage staphylococcique. 
4 partie de bactériophage antistaphylococcique. 

L'inhibition de la lyse est totale et définitive pour la série 3; la lysé se fait 

dans tous les tubes des séries 1 et 2. 


Ces expériences montrent que, pas plus que les sérums pré- 
parés avec les bactéries normales, ceux préparés avec les bac- 
téries rendues résistantes aux bactériophages ne contiennent 
Wanticorps pour ceux-ci. Les bactériophages ne se retrouvent 
pas parmi les antigénes constituti/s des bactéries résistantes. 

I] devenait peu probable, dans ces conditions, que les modi- 
fications des propriétés observées chez les bactéries résistantes 
puissent étre déterminées par la nature et l’origine des bacté- 
riophages mis en ceuvre. Kt, de fait, l'étude des caractéres fer- 
mentalifs et sérologiques (agglutination) des bactéries rendues 
résistantes 4 un méme bactériophage (anti-colz) ne décelait chez 
ces bactéries aucune convergence de caractéres : pas de fermen- 
tation de lactose pour les B. Shiga et le B. typhique rendus résis- 
tants, pas d’agglutination non plus par le sérum anti-co/i (1) 
[expériences faites en collaboration avec Duran Reynals]. 

Du reste, les modifications sérologiques présentées par les 
bactéries devenues résistantes n’ont rien de constant. 

C’est ainsi qu’un B. cof rendu résistant & son bactériophage 
ne s agglutinait plus par le sérum agglutinant pour la souche 
d origine (2); fait intéressant, il ne s’agglutinait pas davantage 
par le sérum préparé avec la variété opaque (voir plus haut) 
spontanément résistante a la lyse. Inversement, celle-ci était 
inagglutinable par le sérum préparé avec la forme rendue 
résistante par ae ie en présence du bactériophage : preuve 


(hy Des résultats dha gads ont été tout récemment rapportés par Bruy- 
noghe et Dubois (C. R. Sov. Biol.; 96, 1927, 209) qui, partant de considérations 
- différentes, ont également recherché la ‘parenté (sérologique} de bactéries 


*, ~pendués résistantes 4 un bactériophage donné. 


(2) Confirmation des résultals de Bordet et Ciuca. 
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de plus, semble-t-il, que celle-ci n’est pas due & la sélection de 
eermes spontanément résistants présents dans la culture 


d'origine. 
Dans d'autres cas, l’agglulinabilité de la variété résistante 


Fic. 5. — Fixation du |bactériophage par le staphylocoque sensible. 


par le sérum préparé avec la souche d'origine se trouve seule- 
ment diminuée. C’est ainsi qu'un staphylocoque rendu résistant 
i son bactériophage ne s’agglutinait qu’a 1 p. 320 par le sérum 
antistaphylocoque normal (titre 1 p. 1.280) et qu’inversement, 
le sérum antistaphylocoque résistant (titre 1 p. 1.280) n’agelu- 
tinait la souche d’origine qu’a 1 p. 640. Enfin, les bactéries 
résistantes peuvent ne pas se distinguer du tout de la souche 
d'origine par leurs caractéres sérologiques : un bacille typhique 
rendu résistant au bactériophage homologue s’agglutinait au 
méme titre (1 p. 7.680) que la souche d'origine |par le sérum 
préparé pour cette derniére. 
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En somme, la variation dont la résistance est la manifesta- 
tion ne porte qu accessoirement et d’une facon fort inconstante 
sur la morphologie, les propriétés fermentatives et sérolo- 
giques, les caractéres de culture. Elle porte surtout, comme l’a 
montré tout d’abord G. Meissner, sur la perte de l’affinilé que 
les bactéries sensibles posstdent pour les baclériophages (Bail, 
Jaumain). 


Fic. 6. — Non-fixation par le staphylocoque résistant. 


Expértence (en collaboration avec Duran Reynals). 


On prépare 3 tubes contenant, le premier, une suspension (environ 
2.000 millions par centimétre cube) de staphylocoque normal, les deuxiéme 
et troisiéme, des suspensions de deux souches différentes de staphylocoques 
rendus résistants au bactériophage. On introduit dans chaque tube I goutle 
d'une dilution de bactériophage antistaphylococcique a1 p. 200. Aprés vingt 
minutes de contact on centrifuge. On préléve I goutle de liquide surnageant 
dans chacun des 3 tubes qu’on introduit tel que et aprés dilution dans 
3 tubes ensemencés avec du staphylocoque sensible. 

Résultats (fig. 5 et 6). 


Liquide surnageant de staphylocoque normal. 


1 BG Ge teer are eo paar mieten ei ncn: Seyi e eae Nireearng Lyse partielle. 
SevOe CAO Sea Nae Need hd ats SEM Seta Pas de lyse. 
UL ay SARA) Ue ate cern SONA ak lt rs eka aac Pas de lyse. 
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Liquide surnageant de staphylocoque résistant. 


Deuxsiéme tubesPury. Co ond ce) Serene > Culture. 
_ Dos 20 cee are) seers os Lyse complete. 
= A(t LOG te. LR ET ey. es Lyse complete. 
Premier tubes) Bur...) 3 ae ees? BR Culture. 
pa CU Meet) AEB har oh Sh MR Lyse complete. 
_ Dis pillO0 ieee eters eatie eR. ont voce Lyse complete. 


La fixation du bactériophage a donc été compléte avec les 
dilutions du liquide surnageant 41 p. 40 et 1 p. 200 dans le cas 
du staphylocoque normal, sensible. 

Avec le staphylocoque résistant il y a eu lyse totale avec les 
dilutions du liquide surnageant; il y a eu culture avec le liquide 
surnageant pur, trés probablement par suite de la présence 
dans celui-ci de rares germes résistants non sédimentés. 

Les résultats ne sont pas toujours aussi nets, les staphylo- 
coques résistants déterminant souvent une fixation plus ou 
moins marquée du bactériophage. Des expériences de Duran 
Reynals qui seront décrites par lui dans un prochain travail ont 
montré que la variabilité des résultats tient & Vinstabilité de la 
résistance acquise. 

Dans des expériences portant sur le B. typhique, il nous a 
été impossible (pour les concentrations employées) de débar- 
rasser le milieu de bactériophages par contact avec les bacté- 
ries sensibles. 

Toutefois, la technique des dilutions montre que le liquide 
surnageant obtenu aprés contact avec ces derniéres élait plus 
pauvre en bactériophages que celui obtenu aprés contact avec 
les bactéries résistantes. 


On prépare des suspensions de méme épaisseur de bacilles typhiques sen- 
sibles et résistants. On ajoule V gouttes de bactériophage a 20 cent. cubes de 
chaque suspension et on centrifuge ; on ajoute X gouttes, I goutte, 0,1 goutte 
de chaque liquide surnageant 4 une série de suspensions de bacilles typhi- 
ques et on étale aussitot sur gélose inclinée: 

Résultats. 


a) B. lyphique sensible : 
X gouttes de liquide surnageant : plages nombreuses. 


I goutte de liquide surnageant : 50 plages environ. 
0,4 goulte de liquide surnageant : 10 plages. 
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b) B. typhique résistant : 


X gouttes de liquide surnageant : lyse presque complete. 
I goutte de liquide surnageant : lyse prononcée. 
0,1 goultte de liquide surnageant : 60 plages environ. 


D’autre part, comme |’a montré d’abord Bail, les bactéries 
résistantes sont inaptes & assurer la reproduction des bactério- 
phages. Nous avons pu confirmer ce fait au cours d’expériences 
faites en collaboration avec Duran Reyhals et constaté, ici 
encore, une irrégularité de résultats tenant 4 Vinstabilité de la 
résistance; avec une race résislante stable de staphylocoque 
Duran Reynals n’a observé aucune augmentation du titre 
lylique. 

Avant de quitter cette question de la résistance, nous vou- 
drions ajouter quelques mots au sujet des « cultures secon- 
daires » (d’Hérelle), c’est-’-dire des cultures qui prennent 
naissance aprés un temps plus ou moins long dans le milieu 
ou s’était effectuée la lyse. IL peut arriver que ces cultures 
soient résistantes d’emblée et montrent soit en bouillon, soit 
sur gélose un développement abondant en présence des bacté- 
riophages. C’est pourtant un cas exceptionnel et, le plus souvent, 
de tellés cultures reportées dans du bouillon frais additiouné 
de bactériophage aux doses les plus variables se comportent 
comme des cultures normales sensibles. Cette production de. 
cultures secondaires sensibles dans un milieu renfermant des 
bactériophages au maximum de lactivité est un phénoméne 
extrémemeént curieux et tout @ fait obscur. On ne peut guére 
Vexpliquer par l’hypothése de d’Hérelle : production, par les 
bactéries, de substances empéchantes pour la lyse (1). 


(1) On a beaucoup insisté (d’Hérelle, Tomasselli, Hauduroy) sur la produc- 
tion des cultures secondaires dans les lysats filtrés sur bougie et on a tiré 
de ce fait des conclusions d’une trés grande portée biologique. Il est difficile, 
en effet; d’exagérer l'importance qu’aurait pour les notions fondamentales 
de la bactériologie Vexistence de protobactéries (d’Hérelle) susceptibles 
de traverser des bougies et méme des filtres en collodion (d’Hérelle). Au 
cours de recherches systématiques portant sur de grandes quantilés de 
lysats (en tubes et en ballons) et effectuées avec le B. coli, le B. Shiga, le 
‘B. typhique, le staphylocogue, il nous fut impossible de nous assurer de 
Vexistence de ces formes filtrantes méme en ajoutant aux lysats fillrés du 
- sérum antibactériophage. Nous avons, bien entendu, constaté des repousses, 


' mais Seulement dans une trés faible proportion des filtrats : l'irrégiilarité et 


oda rareté du fait ne nous semblent pas exclure les défaillances des filtres. 
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Avant de passer & l’examen des diverses théories émises pour 
expliquer le phénoméne de la bactériophagie, résumons, autant 
que possible, les données qu’il s’agit dinterpréter. 

1° Sous l’influence de principes découverts par Twort (puur 
le staphylocoque) et par d’Hérelle (B. Shiga et autres repré- 
sentants du groupe Coli-Typhique-Dysentérique), les bactéries 
subissent des modifications dont la plus constante et la plus 
frappante est celle aboutissant a la lyse. Cette lyse est indéfi- 
niment transmissible en série, le principe actif (bactério- 
phages) se reproduisant aux dépens des bactéries vivantes 
(Twort, d’Hérelle) pour aulant que celles-ci soient placées dans 
des conditions ot elles puissent elles-mémes se multiplier 
(Bordet, Wollman). 

2° Les bactériophages se trouvent & peu prés constamment 
dans les milieux septiques (d’H¢relle, Dumas), leur présence 
étant nettement liée & celle de germes des groupes sensibles. 
Ils font défaut dans les milieux slériles (intestin de foetus, 
Vedrenne ; animaux aseptiques, Wollman). Les bactério- 
phages actifs pour les germes de groupes éloignés les uns des 
autres sont nettement distincts. 

3° Les bactériophages présentent une structure corpuscu- 
laire, plus exactement, une structure discontinue (d’Hérelle, 
confirmé par Prausnitz, Bronfenbrenner, Wollman). Les cor- 
puscules baclériophages sont d’une ténuité extréme; ils tra- 
versent les fillres bactériens (Twort, d’Hérelle) et méme les 
filtres de collodion (d’Hérelle, Wollman) imperméables aux 
protéines sériques et & Vhémoglobine (Wollman et Suarez). Ils 
ne sédimentent pas de fagon appréciable (Bordet, Wollman). 

4° Les bactériophages sont inactivés a des températures 
variant de 60° & 75° (Twort, d’Hérelle et d'autres), ils se dis- 
tinguent par une trés grande résistance aux antisepliques. 

5° Les bactériophages sont doués de fonctions antigénes : 
les sérums préparés avec les lysals inactivent les bactério- 
phages correspondants (Bordet et Ciuca, confirmés par d’Hérelle 
et Eliava, ainsi que d’autres auteurs). Ces fonctions antigénes 
ne préexislent pas chez les bactéries normales : les sérums anti- 
microbiens préparés avec les bactéries intactes ou lysées n’exer- 
cent aucune action sur les bactériophages {Bordet et Ciuca, 
Wollman et Brutsaert). D’autre part, les bactéries normales ne 
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fixent pas les anticorps pour les bactériophages (Wollman, 
Otto et Munter). 

6° Les bactériophages présentent les caractéristiques de la 
substance vivante (d’Hérelle) : assimilation, plasticité et con- 
stance de caracté:es. La plasticité se traduit par la faculté 
d’adaptation (d’Hérelle, Prausnitz, Wollman et d’autres); la 
constance par la conservation de certaines propriétés au cours 
de passages par des souches et méme des espéces bactériennes 
différentes traduisant une véritable aulonomie des bactério- 
phages vis-i-vis des bactéries de passages (Bail, Maitland, 
Janzen et Woltl, Wollman et M™ Wollman). 

7° Sous linfluence des bactériophages, on voit les bactéries 
sensibles se modifier de facon & donner naissance & des formes 
résistantes de facon stable ou passagére (cultures secondaires). 

Plusieurs hypothéses — dont les principales, théorie para- 
sitaire et théorie diastasique, avaient été envisagées dés sa 
premiére note par Twort — furent émises sur la nature des bac- 
tériophages. 


I. Tatorie earasitaire (d’Hérelle). — Le bactértophage est 
un organisme vivant parasite obliyé des bactéries : cestun ultra- 
virus de bactértes. 

D’Hérelle lui-méme a exposé, & diverses reprises et de facon 
remarquable, tous les arguments en faveur de sa conception. 
Comme nous le faisions ressortir dans notre premier mémoire, 
elle offre le mérite incontestable de la simplicité en main- 
tenant le probleme sur un terrain qui nous est devenu familier 
— celui des virus filtrables. Pendant longtemps, cette théorie 
nous avait paru la plus acceptable et ce n’est que petit a petit 
que, devant les difficultés accumulées, nous avons été amené 
& y renoncer. A vrai dire aucune de ces difficultés (sauf la pro- 
duction expérimentale de la bactériophagie sur laquelle nous 
allons revenir) ne parait étre en elle-méme comminatoire; leur 
ensemble suffit toutefois & rendre l'‘hypothése parasitaire diffi- 
cilement soutenable. Parmi ces difficullés, nous rappellerons : 

a) Certaines propriétés des bactériophages, notamment leur 
comportement vis-a-vis des agents chimiques et physiques. 
_.- 6) Leur présence constante dans les milieux septiques ot 
"on trouve bien des bacléries du méme groupe que la ou les 
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bactéries sensibles, mais ou les bactéries sensibles elles-mémes 
peuvent manquer. 

c) Leur inactivation définitive par les sérums antibactério- 
phages. 

d) Les conditions de reproduction des bactériophages qui 
exigent la présence de bactéries non seulemebt Vivantes, mais 
en voie de multiplication. L’expérience montre, en effet, que la 
multiplication dés bactériophages est fonction de celle des bac- 
téries. 

e) La réapparition de bactériophages dans des cultures qui 
avaient paru, pendant des générations, en étre exemptes. 

D’Hérelle a répondu & la plupart de ces objections par des 
exemples tirés de l'histoire de micro-organismes authentiques. 

Comme nous y avons déja insisté, une seule preuve permet- 
trait de couper court aux discussions et de rejeler définitive- 
ment l’hypothése parasitaire : c’est celle qui consisterait a 
déclencher la bactériophagie & partir de cultures stirement 
normales et dans des conditions qui permettraient d’exclure 
tout apport d’éléments actifs du dehors. Les données dans ce 
sens ne manquent pas [Bordet ef Ciuca, Bail, Gildemeister, 
Weinberg et Aznar, Lisbonne et Carrére, Otto et Munter, Norio 
Ogata] (1). Nous en avons examiné la plupart en détail dans 
notre premier mémoire et montré que nous avons constamment 
échoué dans nos tentatives de les reproduire. Nous ne pouvons 
donc, pour le moment, que nous tenir & ce sujet & la conclu- 
sion 4 laquelle nous étions précédemment arrivés. Sans exclure 
la possibilité du déclenchement expérimental de Ja bactério- 
phagie, la preuve ne nous en semble pas avoir été jusqu ici 
apportée d’une fagon probante. 

(1) Etant donné la grande importance de la question, nous avons pour- 
suivi depuis la publicatlon de notre premier mémoire nos essais de produc- 
tion expérimentale de la bactériophagie : tous ont été négatifs. Jl en a été de 
méme des expériences dans lesquelles nous avons cherché 4 reproduire les 
résultats de Norio Ogata (Centrabl. f. Bakt., 1,93; p. 329). Cet auteur prétend 
avoir produit la bactériophagie avec une grande régularité (huit fois sur dix, 
les deux résultats négatifs correspondant A des souches spontanément résis- 
tantes) én évaporant lentement & consistance sirupeuse des cultures en 
bouillon de B. Shiga. Nous avons repris cette expérience ave¢ dix Souches 
sensibles de B. Shiga et quatre souches de B. coli. L’évaporation A consistance 
sirupeuse ful obtenue en deux mois a la température de 37°: le éontenu de 
ces tubes n’a présenté aucune trace d’activité bactériophagique Repris par 


Veau distillée et évaporés pendant deux nouveaux mois, tous les tubes ont 
donné le méme résultat négatif. 
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Kn tout état de cause, les facteurs auxquels on avail attribué 
la production de la baclériophagie ne doivent jouer dans ce 
phénoméne qu'un réle tout a fait secondaire et accessoire; son 
déterminisme vrai nous échappe jusqu'ici complétement. 


If. Tusoriss auroctnes. — Par opposition a l'hypothése para- 
sitaire, toutes les autres — sauf, en partie, celle de Kabeshima, 
font appel a des principes dérivés des bactéries elles-méme et 
toutes — sauf celle de Bail — font de ces principes des dia- 
stases [lysines ou autolysines] (1). Rappelons en quelques mols 
en quoi consistent les hypothéses « aberrantes » de Kabeshima 
et de Bail. 

La premiére occupe une place intermédiaire entre les théories 
exogénes et autogénes : un catalyseur provenant de l’organisme 
animal viendrait acliver un proferment contenu dans les bac- 
téries pour donner le bactériophage, « ferment bactériolysant 
dimmunité »; celui-ci activerait & son tour le proferment des 
bactéries normales, etc. Toutes les difficultés que nous verrons 
s'élever 4 l’égard des théories diastasiques s’adressent & celle 
de Kabeshima qui en présente, par surcroil, qui lui sont propres. 

Dans I'hypothése de Bail, les bactéries subiraient sous 
influence de facteurs divers une espvce de désagrégation. Il 
se formerait das « éclats » (Splitter) capabies de se nourric et de 
se reproduire; en pénélrant dans les bactéries normales, ces 
éléments les réduiraient a l'état d’ « éclats » & leur tour et ainsi 
de suile. Plus récemment, Bail identifie ces « éclats » aux élé- 
ments chromatiques qui présideraient, par hypothése, a la désin- 
tégration cellulaire. Que la partie de la chromaline qui déter- 
mine l’anabolisme vienne a étre inhibée ou détruite, l’équilibre 
normal se trouvera rompu; il y aura lyse. Pénétrant dans les 
cellules normales, laction catabolique des éléments lib‘rés 
viendra s’ajouter au catabolisme normal de la cellule qui se 
lysera a son tour. L’intérét de l’hypothése de Bail réside, 
& notre sens, dans son appel & la notion d’un principe non 
diastasique par lui-méme. Par ailleurs, cette théorie se érowve 


(1) L’hypothése de Doerr dans laquelle les bactériophages seraient des 


_ toxines produites par les cellules bactériennes est passible des mémes objec- 


tions que les hypothéses diastasiques et n’en constitue qu'une trés curieuse 


, variante. ” 
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en contradiction formelle avec le fait que les bactériophages 
constituent des antigénes nouveaux ne préexistant pas chez les 
hactéries normales. 

a) Théories diastasiques. — Toutes Jes autres théories oppo- 
sées A d'Hérelle (compris celle de Kabeshima) rentrent dans 
le groupe des hypothéses diastasiques. La lyse étant le phéno- 
méne dominant de la bactériophagie on a été tout naturellement 
porté a voir dans le principe actif un ferment lytique, une 
lysine ou autolysine; la bactériophagie devenait une autolyse 
transmissible (Bordet el Ciuca). ; 

Or, l'existence dans l'autolyse normale de ferments parti- 
culiers, d’ « autolysines », n’est rien moins que démontrée. En 
admeltant méme que ces « autolysines » hypothéliques existent, 
rien ne permet d’y assimiler les principes actifs de la bacté- 
riophagie. C’est ainsi qu’ensemencées dans |’autolysat de méme 
espéce additionné de petites quantités de bouillon frais, les 
bactéries s’y développent au moins aussi bien que dans le 
bouillon neuf. Nous avons montré dailleurs, avec Duran 
Reynals (1), toutes les difficultés que souléve une telle assimi- 
lation. 

Nous avons constaté que : 

1° Contrairement & ce qui se passe pour les bactériophages, 
les autolysines (si elles existent) ne possédent pas de fonction 
anligtne: les sérums préparés avec les aulolysats n’inhibent 
pas l’autolyse; 

2° L’aulolyse n'est aucunement entravée par les sérums 
antibactériophages et inversement, ceux-ci ne sont pas inhibés 
par les sérums anti-autolytiques; 

3° Les souches (de slaphylocoque) rendues résistantes aux 
bactériophages ne le sont pas &l’autolyse et méme, fait curieux, 
sont plus facilement aulolysables que les souches normales 
sensibles. 

L’hypothése diastasique n’explique pas l’autonomie anligéne 
des bactériophages. Elle laisse ouverte la question de la trans- 
missibilité en série et ne tient pas compte des faits qui font 
attribuer aux bactériophages les propriétés de la substance 
vivante. Enfin on ne concoit guére un ferment qui agisse sur 


(1) C. R. Soc. Biol., 94, 1926, p. 1330. 
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les bactéries seulement pour autant qu’elles se reproduisent. 

Ces objections s’appliquent & toutes les théories diasta- 
siques (Gildemeister, Otto et ses collaborateurs, etc.) qu’il sera 
donc inutile d’examiner séparément. Elles s’appliquent encore 
a celle de Bordet et Ciuca qui se classe trés nettement parmi les 
théories diastasiques, mais qui prend une place & part et 
acquiert un intérét particulier par suite du rapprochement que 
ces auteurs avaient fait, dés leurs premiéres notes (1), entre les 
phénoménes de la bactériophagie et ceux de hérédité. 

Dans la premiére communication, notamment, ces auteurs 
développent des idées générales sur lhérédité et la variation et 
font de la bactériophagie un cas particulier de ces manilesta- 
tions. Il nous avait paru toutefois qu'il n’y avait pas de lien 
obligé entre ces considérations du plus haut intérét et le méca- 
nisme concret de la PETAR 281 tels que se le représentent 
Bordet et Ciuca. 

Cest ainsi quils écrivent (p. 1296): « Nous nous sommes 
demandé si le phénoméne de d'Uérelle ne résulterait pas d’une 
défense de l’organisme et, notamment, d’une activité particu- 
ligre des exsudats leucocytaires ayant pour effet de développer 
chez le microbe une viciation nutritive héréditaire consistant 
dans la production par celui-ci d’wne sor/e de ferment lytique 
capable dailleurs de se diffuser dans le liquide ambiant et, 
en conséquence, d’impressionner de la méme facon des 
micro-organismes normaux, etc. (p. 1297) ». « Nousavons réalisé 
les expériences démontrant la nature leucocylaire de l’impul- 
sion iniliale & laquelle le pouvoir autolytique désormais trans- 
missible doit son apparition » (p. 1298). « Il va sans dire que nous 
tentons actuellement d’appliquer les résultats ci-dessus décrits 
a de nombreuses especes microbiennes et de poursuivre l'étude 
de la curieuse manifestation de défense leucocytaire dont ils 
sont l’expression » (2). 

En somme, sous influence de certains facteurs, l’action des 

‘leucocytes notamment, les bactéries sont conduites a une pro- 
duction exagérée, pathologique, de ferments lytiques ; ceux-ci 


_ (1). C. R. Soc, Biol., 83, 1920, p. 1293 et 1296. 
—. (2) Tout récemment ces Annales, 39, 1924, p. 717. Bordet a du reste admis 


x _quwil ne-s agit peut-étre pas d’un ferment lytique a proprement parler 
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détermineraient ensuite la méme surproduction chez des bac- 
téries normales, ete. Ce n’est qu’indirectement que ces fer- 
ments contribuent & modifier les caractéres d’une souche 
bactérienne en éliminant les germes sensibles. Le probleme de 
la nature du bactériophage continue & se poser en ces termes: 
« Organisme vivant ou ferment » (1)? 

b) Hypothése des « facteurs » héréditaires. — Or, il nous 
avait semblé que la question gagnerait & étre placée unique- 
ment sur le terrain de 'hérédité entrevu par Bordet et Ciuca. 
Dés l’apparition de la note de ces auteurs nous avons du reste 
sienalé les analogies qui existaient entre leurs idées conduites 
au terme logique et l’hypothése des « pangénes » par laquelle 
Darwin avait cherché & rendre compte de la transmission des 
variations acquises (2). 

On sait toutes les difficultés soulevées par ce dernier pro- 
bléme. 

La transmission héréditaire de caractéres acquis oblige a 
admettre que Jes cellules modifiées peuvent impressionner, a 
distance, les cellules de la lignée sexuelle conférant ainsi aux 
gamétes l’aptitude 4 reproduire les caractéres envisagés. Le 
mécanisme de cette transmission impliquant l’existence de 
« particules représentatives » ou de « facteurs » qui seraient 
les supports de ces caractéres étail si difficile & concevoir que 
la plupart des biologistes préféraient il y a encore peu de 
temps nier l’existence méme d'une hérédité de caractéres 
acquis, créant par 1a & la compréhension de l’évolution un obs- 
tacle & peu pres insurmontable. 

Pourtant, les recherches des derniéres années semblent bien 
avoir apporté, aussi bien pour les animaux que pour les plantes, 
un certain nombre d’exemples authentiques de transmission 
héréditaire de caractéres acquis. D’autre part, l’existence de 
supports matériels, de « facteurs » de caractéres héréditaires est 
définitivement établie par les études sur le mendélisme. Le 
phénoméne de ségrégation ainsi que la répartition des carac- 


(1) Voir notamment Jarticle consacré A la bactériophagie par Otto et 
Munter dans. Ergebnisse fiir Hyg., etc., 6, 192%. 

(2) C. R. Soc. Biol., 83, 1920, p. 1478. Nous rappelions dans cette note que 
Yhypothése en question ne devait fournir dans l’esprit de Villustre biolo- 
giste qu'un schéma provisoire. C’est donc simplement pour marquer notre 
point de départ que nous y revenons aujourd’hui. 
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téres parmi les descendants suivant des modes mathématique- 


ment prévisibles ne peuvent, en effet, se concevoir sans |’exis- 
tence des particules représentatives ou « facteurs ». Que de tels 
«facteurs » présentent une constitution physico-chimique assez 
stable pour ne pas se détruire dans le milieu extracellulaire et 
les conditions de transmission des caractéres acquis se trouve- 
ront réalisées. 

Considérons une variation cellulaire quelconque. Elle peut 
étre la conséquence d'un ensemble de modifications survenues 
dans la constitution de la cellule ou bien étre lige & un terri- 
toire extrémement limité et bien localisé du contenu cellulaire. 
La parcelle modifiée devient, — c’est le cas pour les caractéres 
mendéliens, —le support matériel ou le « facteur » de la varia- 
tion considérée. Supposons que le « facteur » en question soit 
relativement stable, il ne sera plus obligatoirement lié au milieu 
intracellulaire. Mis en Jiberté, il pourra conférer le caractére 
dont il est le support 4 des cellules normales de la méme 
espéce ou méme d’espéces voisines. C’est ce qui se passe, d’aprés 


notre hypothése, dans la bactériophagie. 


Ici, la variation envisagée consisterait surtout dans une rup- 
ture d’équilibre entre les activités anabolique et catabolique 
de Ja cellule, une « viciation nutritive » (Bordet et Cinca) abou- 
tissant a la lyse. Ce qui est mis en liberté ce n’est pas un « fer- 
ment lytique » (Bordet et Ciuca), mais les « facteurs » déter- 
minant la variation considérée. Ce sont ces « facteurs » qui 
constituent les bactériophages. 

L’hypothése que nous proposons permet d’expliquer la plu- 
part des particularités de la bactériophagie sans se heurter aux 
difficultés inhérentes aux théories diastasiques et parasitaire. 

Les premieres rendent compte, il est vrai, de la fagon la plus 
simple de la manifestation si frappante qu’est la lyse. Mais on 
ne saurait assez insister sur le fait que celle-ci ne constitue 
qu’un phénoméne secondaire, l’aboutissant du déséquilibre cel- 
lulaire. Elle peut faire défaut (Doerr) alors qu'il y a reproduc- 
tion du principe actif; elle ne se produit ni avec les bactéries 
mortes, ni avec celles au repos. Telle quelle s observe la lyse 
s’explique mieux par l’action d'un « facteur » héréditaire venant 
modifier l’équilibre cellulaire que par la production d’un fer- 


ment anormal ou la surproduction d’un ferment normal invo- 
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quées par les théories diastasiques. Enfin, celles ci se montrent 
totalement incapables de nous faire comprendre les caractéres 
fondamentaux de la bactériophagie : transmissibilité indéfinie 
liée & la reproduction du principe actif, ainsi que l’autonomie 
de celui-ci, c’est-a-dire l’indépendance de ses propriétés de 
celles des bactéries de passage. 

Tous ces faits s‘expliquent sans plus dans l’hypothése para- 
sitaire ; celle-ci rend parfaitement compte du comportement si 
particulier des bactériophages et qui oblige a les assimiler a de 
la substance vivante. Mais, nous l’avons vu, l’hypothése parasi- 
taire, elle aussi, se heurte & de graves difficultés; elle ne fait 
pas comprendre pourquoi la reproduction du principe actif est 
liée & celle des bactéries ; elle est difficile & concilier avec les 
données acquises sur la distribution des bactériophages, sur 
leurs propriélés physico-chimiques, si différentes de celles des 
virus filtrables connus, sur ‘inactivation par les sérums. Notre 
hypothése, qui assume l’existence de « facteurs » intracellu- 
laires, de constitution relalivement simple, permet de com- 
prendre ces particularités. Elle permet de concevoir, nolamment, 
qu'un complexe — « facteur » anticorps n’exercera plus |’action 
dévolue au facteur lui-méme; d’autre part, on comprend faci- 
lement que la reproduction de ces « facteurs » ne se fasse que 
dans les cellules en état d’activité; ils resteront inertes dans les 
cellules au repos et, @ forliorz, dans le milieu extracellulaire. 

La difficulté la plus grande soulevée par notre hypothése et 
que nous ne nous sommes guére dissimulée, est celle qui oblige 
a admettre l’existence de « facteurs » intracellulaires capables 
d’acquérir une certaine autonomie et méme de se conserver 
intacts dans le milieu extracellulaire (1). On ne concoit la chose 


(1) Pour d’Hérelle (Le Bactériophage, etc., Masson, 1926), « il n’est pas néces- 
saire de discuter bien longuement une telle conception ». Nous lui accordons 
qu'elle heurte les notions admises. Mais n’est-il pas évident que celles-ci 
deviennent incapables de rendre compte des phénoménes qui nous occupent ? 
La voie nouvelle inaugurée par Bordet, la curieuse hypothése de Deerr (qui 
rétend aux processus tels que l’encéphalite, etc.), montrent que l'on sent la 
nécessité de faire appel a des notions nouvelles. Enfin, notre dmi Magrou a, 
a la suite de notre premier mémoire, attiré notre attention sur un travail 
des botanistes américains, B. M. Duggar et J. K. Armstrong (Annals Missouri 
Botanical Garden, 19, 1923) dans lequel ils expriment au sujet de l’agent de la 
mosaique du tabac des idées fort analogues aux ndtres. Pour eux, il s’agit 
« dun produit occasionnel de la cellule-hote; non pas d’un simple produit: 
comme une enzyme, mais d'une parcelle chromatique & hérédité déterminée, 
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qu’en attribuant & ces « facteurs » une constitution physico- 
chimique assez simple et, partant, une grande slabilité. Or, 
létude des propriétés des bactériophages montre qu'il en est 
bien ainsi. D’autre part, depuis la publication de notre premier 
mémoire, un certain nombre de faits onl établi l’existence, 
chez les bactéries, d’un transfert de caractéres par le milieu 
extérieur. 

Nous rappellerons la reproduction expérimentale du phéno- 
méne de paragglulination (Kuhn et Woithe) zn vitro (1); le 
transfert de la thermo-agglutination d’une espéce bactérienne 
a une autre (Burnet) [2]; celle de l'agglutination par le sérum 
scarlatineux (normalement actif seulement pour les strepto- 
coques hémolytiques isolés de scarlatine) & d’autres strepto- 
coques par culture dans les filtrats d’exsudats scarlatineux 
(Cantacuzéne et Boncier) [3]. 

Sans qu’on puisse pour le moment dire a quel point ces phé- 
noménes sont assimilables & celui de la bactériophagie, ils pré- 
sentent en commun avec celle-ci la transmission de carac- 
teres d’une cellule 4 une autre par le milieu extérieur. 
Les supports ou « facteurs » des caractéres envisagés doivent 
se reproduire dans les cellules impressionnées puisque les pro- 
priétés acquises par celles-ci se conservent au cours de nom- 
breuses générations. Nous avons proposé de désigner par le 
terme de para-hérédité ce mode de transmission de caractéres 
par le milieu extracellulaire (4). 

Comme nous l’indiquions dans notre premier mémoire, la 
conception de « facteurs » cellulaires ayant acquis une certaine 
autonomie et pouvant reproduire chez les cellules normales les 
modifications dont ils sont porteurs, est susceptible d’étre 
étendue & d’autres processus, notamment aux mosaiques des 
plantes et aux tumeurs inoculables par filtrats (sarcome de 
Rous). Ces derniéres ne différeraient des tumeurs inoculables 
par greffe qu’en ce que chez celles-ci le caractére « néoplasme » 


un « géne » qui a rompu ses liens de coordination ». Fait intéressant, ces 
auteurs rapprochent, eux aussi, les lésions des mosaiques de I’hérédité men- 
délienne de certains. types chlorophylliens. 

(1) €. R. Soe. Biol., 93, 1926, p. 1568. 

(2) C. R. Soc. Biol., 93, 1926, p. 1422. 
~(8).C. R. Acad. Sc., 182, 1926, p. 1185. 
(4) C..R. Sac. Biol., 93, 1925, p. 1568. 
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est lié & des supports ou « facteurs » plus labiles et qui restent 
obligatoirement intracellulaires. Les beaux travaux de M" M. 
Slye sur ’hérédité mendélienne du cancer de la souris viennent 
a l'appui de cette fagon de voir (1). 


(1) Ceci n’exclut nullement le rdle de parasites (Borrel) dans le déclenche- 
ment de la modification cellulaire. Une fois produite (par des agents physiques 
ou chimiques, parasites, virus), cette modification sera perpétuée par les 
« facteurs » cellulaires et deviendra indépendante de la cause déterminante. 


Le Gérant : G. Masson. 
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